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Prologo

El conocimiento cientifico aplicado con miiltiples objetivos ha dado como producto
el impresionainte desarrollo tecnoldgico que caracteriza al presente siglo, en donde los sis-
temas contputacionales han influido de manera notoria. La computacidn se ha convertido
en una valiosa herramienta para diversas dreas de estudio; por un lado facilita el cdleulo
y apoya con utilerias grificas la interpretacion de resultados. Por otra parte, es también
eficiente en el control, el procesamiento de datos y las telecomunicaciones, con los que se
agiliza el mancjo y obtencidn de informacion. En particular, la fisica contempordnea liace
uso del cdmputo en miiltiples actividades tanto teoricas como experimentales. A partir de
los cursos que tome en la Facultad de Ciencias, en los que se ha enfatizado el compnto como
una herramienta \til para la Fisica y otras dreas afines, me surgid el interés por el desarrollo
de la presente tesis. Esto motivado, como mencionaré a lo largo del texto, por el apoyo que
las aplicaciones de la Fisica y el computo dan en areas como la Quimica, Biologfa ¢ incluso
la Medicina.

La tesis consta de una introduccion que ubica al lector en el tema de cstudio y
da nn panorama general de su interés biomédico. Posteriormente los siguientes capitulos se
dividen en dos partes; la primera de antecedentes donde menciono aspectos importantes
que me sirvieron para conocer algunas generalidades sobre la estructura del ADN y los
modelos moleculares ya existentes. En la segunda parte, describo la metodologia usada,
el desarrollo, el andlisis y los resultados obtenidos del presente estudio, junto con el
andlisis hago una pequefia discusion de cada uno de los puntos que conforman mi inter-
pretacion de los resultados y por tdltimo, el capitulo de las conclusiones que hago sobre el
desarrollo de todo el trabajo. Debo mencionar que ain cuando las interpretaciones que doy
me producen ciertas dudas e inquictudes en aspectos relacionados con la Biologia, Quimica

y Medicina, las presento tal cual las he pensado.
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Capitulo 1

Introducciéon

El tema de la presente tesis es de interés para la Medicina dada la necesidad
de obtener farmacos para atacar enfermedades. Actualmente se sabe que algunas protefnas
estan involucradas o favorecen distintos tipos de enfermedades, con esto en mente se ha bus-
cado disefiar drogas capaces de llegar e interactuar en sitios especificos de estas proteinas
para inhibir su actividad. Recientemente se ha tornado la atencién por otro tipo de farmacos
con la propiedad de seleccionar sitios especificos de los dcidos nucleicos (ADN y ARN) ¢ in-
hibir la sfntesis de dichas protefnas, peculiaridad que se ha encontrado en pequeiios fragimen-
tos de cadenas de ADN llamados oligos, a los que me referiré posteriormente. Aprovechando
este hecho se ha trabajado en dos estrategias que impiden la sintesis de proteinas a diferen-
tes niveles, llamadas antigene y antisense. Es decir, tomando en cuenta que el mecanismo
para la sintesis de protefnas consiste; en prinier lugar en transcribir el cédigo de un gen!
en el ADN a un ARN mensajero (ARNm) y posteriormente traducir dicha informacién del
ARNm a la proteina (fig. 1.1). La estrategia llamada antigene bloquea la transcripeion por
la adicién de un oligo a la estructura del ADN, formdndose una estructira triple (ADN-
triplex) que no es reconocida por la ARN polimerasa, enzima que transcribe el cddigo al
ARNm, inhibiendo de esta forma la sintesis de la proteina. La antisense, de forma semejante
bloquea la traduccién afiadiendo para ello un oligo al ARNm y de esta forma el ribosoma
no sintetiza la protefna. Con estas estrategias se ha logrado disminuir los efectos in vitro e
in vivo de algunos virus y otros tipos de enfermedades [Cohen,et al,1994),

No obstante, existen limitaciones que disminuyen su efectividad [Stein,et al,1993],

de donde surgen interrogantes como las siguientes: ;Cémo sintetizar ficilmente los oligos?;

'Un gen contiene la informacion necesaria para sintetizar la proteina.



Duplicacion

Transcripeién

ARNm

Traduccion \

Fipura 1.1: Esquema que representa diferentes fases en el flujo de informacion genética.
g L

;Cémo hacer que los oligos entren y se retengan en el interior de las células?; ;Como hacer
para que las estructuras triplez se formen y se mantengan estables in vivo? 6 ;,Cémo impedir
que el oligo interactue con otras zonas del ADN y ARNm o con otras macromoléculas?.
Respuestas a todas estas interrogantes son dificiles de proporcionar, sin embargo pueden
provenir desde muy diversas fuentes,

A partir de que en 1940 se identificara el dcido desoxiribonucleico (ADN) como
material genético, entre los afios 50 y 60 se desencadenaron una serie de estudios relacionados
tanto con su estructura como con la forma en que este codifica y transmite la informacion
hereditaria, preguntas tales como: ;Cémo hace el ADN para reproducirse y transmitir la
informacién genética de generacion en generacion?; ;Cuél es el mecanismo para la sintesis
de protefnas y que sistema es usado para relacionar una secuencia de nucledtidos del ADN
con una secuencia de aminodcidos de una proteina?, no podian ser contestadas hasta que en
1953 James D. Watson y Francis Crick [Watson-Crick,et al,1953] lograron conjuntar toda
la informacion obtenida al respecto sobre las propiedades biofisicas y fisicoquimicas, para
asf proponer la estructura secundaria de doble hélice (duplez) del ADN. De la misma
manera, considero que el mejor conocimiento de estas propiedades pueden propocionar

pufas o pequeiias soluciones para aumentar la efectividad de las estrategias. Con esto



en mente se propuso el desarrollo de una simulacién computacional de una estructura
ADN-triplez, de la cual se cuenta con informacion experimental, para familiarizarme con este
tipo de problemas, entender, buscar y en lo pusible complementar informacién referente a la
estabilidad de su estrucutra. Para ello me he basando en modelos tedricos que representan
los fendmenos fisicos caracteristicos de este tipo de sistemas, que han sido desarrotlados
con estos propdsitos. Estudios de este tipo considero que son de gran utilidad, ya que
proporciona informacion complementaria y de gran ayuda para métodos experimentales que
no tengan acceso a este nivel de estudio; y en segundo lugar, comparando los resultados con
observaciones experiimentales, es posible medir la exactitud y las capacidades del modelo
tedrico, con objeto de saber su confiabilidad. De esta forma se retroalimentan tanto los
modelos tedricos como los procedimientos experimentales, interpretando adecuadamente
los fendmenos naturales. En el esquema (1.1) se ilustran los aportes y beneficios que se

obtienen con el desarrollo de una simulacién computacional.

[simulacidn]

modelo validacion
ram 5 (11)
solucién numérica prediccion
- interpretacion -
teoria = experimento
representacion
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Capitulo 2

Estructura molecular del ADN

Para familiarizarme con algunas de las propiedades fisicas del ADN y poder desa-
rrollar el presente estudio, fue necesario hacer un repaso sobre su estructura molecular, En
el presente capitulo pretendo exponer algunos de los aspectos estructurales del ADN, asf
como los factores que se sabe estdn involucrados con su estabilidad, introduciendo algunas
de las definiciones con la nomenclatura cominmente usada en este tipo de sistemas,

Los genes que controlan las caracterfsticas hereditarias y la sintesis de las proteinas
son moléculas de deido nucleico; desoxirribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN). Estos
deidos nucleicos, al igual que las proteinas son macromoleculas que constituyen la materia
viviente. Una caracterfstica general de estos sistemas macromolecuiares es la formacién de

diferentes estructuras, a las que me referiré a continuacion,

2.1 Estructura primaria

Con algunos datos fisicoquimicos (e.g. sedimentacidn, difusién, dispersion de luz y
medidas de viscosidad [Watson-Crick,et al,1953]) junto con la observacion de las estructuras
cristalinas, que inicié Furberg en 1951 [Saenger], se pudo deducir que los dcidos nucleicos
son fibras largas y delgadas que estdn formadas con unidades monoméricas llamadas nu-
cledtidos. Estas fibras son en realidad Leteropolimeros, puesto que estdn constituidas por
cuatro nucledtidos diferentes, Cada nucledtido contiene tres componentes; un azicar (de-
soxirribosa), un grupo de fosfato (fosfodiester) y una base de nitrégeno. En el ADN las
bases son Thmina Citosina Adenina y Guanina, donde las dos primeras bases son

monociclicas pirimidinas y las dos dltimas biciclicas purinas (fig. 2.1). El azicar y el
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Figura 2.1: Bases de nitrégeno del ADN. La R en las moléculas es el lugar donde se une al

azvicar,

fosfato se van alternando a lo largo de la fibra formando una cadena continua, unidos en
los carbonos del azicar en los sitios llamados 3' y 5’. Cada azcar tiene unida una base de
nitrégeno que sale de este (fig. 2.2), esta cadena es llamada estructura primaria de las
moléculas de ADN. El ARN es similar a una cadena del ADN, excepto que el azicar s una

ribosa en lugar de desoxirribosa y tiene una base de Uracilo en lugar de timina.

2.2 Estructura secundaria; duplez y triplex

La forma en la que el azicar y los fostatos se unen ocasiona que el ADN tenga
dos extremos diferentes, caracterizados por las posiciones 3’y 5° antes mencionadas’. La
estructura secundaria del ADN mds comiin, esta formada por cadenas antiparalelas
(3-5') y (5-3') en forma de duplez, en donde las cadenas se encuentran ligadas mediante
puentes de hidrégeno entre cada una de sus bases. Por requerimientos estéricos es mds

probable? formar estos puentes entre T:A y C:G, por lo que cada cadena es complemento de

'Esto ayuda a que la transcripcion del codigo genético sélo pueda hacerse en una direccidn (5'-+3')
[Mathews.

?Eventualmente ocurre la formacién de los llamados mismatch en los cuales se forman puentes de
hidrégeno mas débiles (e.g. A:A, G:G, C:C*, T:G, [Mergny,et al,1991]), esto puede provocar que el oligo se
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Terminacion 5'

S' /0 @
\\Azﬁc%.
Fosfato \pJ 2

(carga-1)  /

Terminacion 3'

Figura 2.2: Esquema en el que se muestran los grupos principales que conforman la estruc-

tura primaria del ADN,

la otra. Al par de bases enlazadas de esta forma se les conoce con el nombre de Watson-
Crick existiendo también la posibilidad de formar puentes de hidrégeno entre las bases en
orden inverso A:T conocido con el nombre de Hoogsteen (fig. 2.3). Motivado por fuerzas
de dispersion y efectos hidrofdbicos, las bases en el ADN-duplez, se apilan a lo largo de
las cadenas formdndose dos surcos, conocidos como magor groove y minor groove (fig. 2.5).
Caracteristicas estructurales (e.g. dngulos formados entre enlaces, distancias entre bases y
anchos del major y minor groove) determinan el polimorfismo estructural® del ADN,
esto se ha obtenido mediante estudios experimentales hechos con difraccion de rayos X en
fibras de ADN, catalogdndose en tres grupos representativos llamados A-ADN, B-ADN y
Z-ADN, en donde cada forma depende de la humedad relativa, la concentracién ionica del
ambiente y de la propia secuencia, ([Saenger] p. 253). Para las estructuras secundarias de
ADN-triplez ain no existen suficientes estudios de esta naturaleza [Laughton,et al,1992].
La estructura secundaria ADN- triplex mejor conocida es formada con homopolynu-

cledtidos?, ocurre debido a que en el major groove de una ADN-duplex homopirimi-

una erroneamente en secuencias muy semejantes a la cual se dirija.
3Capacidad que tiene la estructura de adoptar diversas formas,
4Cuando una cadena o fragmento de ella, esta formada solamente de purinas es llamada homopurina,

-



Watson-Crick

Figura 2.3: Union par de las bases. a) T:A (Watson-Crik) y A:T (Hoogsteen), b) C:G
(Watson-Crik).

dina/homopurina, enlazada con puentes Watson-Crick, hay el espacio suficiente para cs-
tabilizar mediante puentes de hidrdgeno tipo Hoogsteen un oligodeoxynuclestido (oligo®)
homopirimidina, en orientacién paralela con respecto a la cadena homopurina de la du-
pler. Esta estructura fue observada por primera vez en 1957 [Felsenfeld.et al,1957]. En
ocasiones sucede naturalmente, que una cadena homopirimidina de la propia doble hélice
se dobla y se enrolla su major groove, dando origen a una estructura triplez conocida
como H-ADN, que se cree juega un papel importante en la autorregulacion de la expresion
genética [Laughton,et al,1992). No obstante en este tipo de formacién natural se encuen-
tra otra limitante, debido a que sdlo se forma con la unién triple de bases T:A:T y
no da lugar a la formacién de secuencias alternantes (fig. 2.4 (a)). Sobre estructuras for-
niadas con las uniones T:A:T se cuenta con informacion obtenida por difraccién de fibra
[Arnott,et a},1974-76], clasificandose su forma en un A-ADN.

Con el fin de ampliar la posibilidad de las estrategias se han buscado nucleétidos

de la misma forma, si esta formada con pirimidinas son llamadas homopirimidinas,
®Se le lama oligo, por la poca cantidad de nucleétidos (decenas), comparado con los que tiene una cadena
del ADN (dependiendo del organismo, cientos, miles, millones, etc.).
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capaces de establecer puentes de hidrogeno entre el oligo y el ADN-duplex, una forma
de lograr esto es mediante la protonacién® de los nucledtidos C del oligo creandose la
unién triple de bases C:G:C* con puentes de hidrégeno tipo Hoogsteen (fig. 2.4 (b)). No
obstante, atin cuando la protonacion del nucledtido ocurre con el aumento de acidez del
medio, lo cual disminuye las posibilidades de la estrategia antigene [Laughton,et al,1992],
[Dervan,et a1,1989] y [Radhakrishnan,et al,1991], consideramos que inciar con el estudio
de este tipo de sistemas nos proporcionard la informacion necesaria para continuar con la

busqueda de estructuras mds estables, dada la importancia de sus propiedacdes.

\ /
/k/[N Hoogsteen
Watson-Crick l\ ﬁ}
(a)

k

i I
d Y \CP
KC\“/ “H. ..‘H }q’
NON., ™ H o
0. i N
Hoogsteen
o
Watson-Crick Ii‘ \{ (b)

Figura 2.4: Unién triple de las bases. a)T:A:T y b) C:G:C*, mostrando los puentes de

hidrégeno formados,

Variaciones de temperatura o cambios de acidez (pH) del medio [Dervan,et al,1989)]
pueden provocar la pérdida de la estructura secundaria del ADN en cadenas simples, a este
proceso se le llama desnaturalizacidn. La naturaleza electrolitica del ADN origina una
fuerte repulsicn electrostdtica entre las cadenas, esto es debido a que el ADN al estar

en solucidn a pH fisioldgico su grupo fosfato se ioniza formdndose aniones a lo largo de las

5La protonacién consiste en agregar un protén (ntcleo del hidrégeno) al nucledtido.
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cadenas (polianiones), no obstante gracias a la presencia en el medio de contraiones”. de la
formacién de los puentes de hidrégeno, asi como de la interacciéu con el solvente del medio,
las estructuras secundarias del ADN se mantienen estables bajo condiciones fisiologicas y
no se desnaturalizan. De aqui que los factores mas importantes que favorecen la estabilidad
de la estructura secundaria de las moléculas de ADN, scan los puentes de hidrdgeno,
las fuerzas de Van der Waals y los efectos hidrofébicos. Como ya se menciond los
pieittes de hidrégeno unen las bases entre las cadenas®, en general un puente de hiclrégeno
serd representado X — H-- Y y es debido a que un dtomo de hidrégeno H conecta dos
dtomos X y Y de gran clectronegatividad. Por esto iiltimo tiene un cardcter principalmente
electrostdtico y su intensidad depende de las cargas atdinicas de X, Hy Y, esto se refleja en
la separacion entre H---Y (normalmente entre 2-3 A). Al grupo X - H se le conoce eomo
grupo donador y a Y como aceptor. A diferencia de los enlaces covalentes, los puentes
de hidrégeno son de 20 a 30 veces mds débiles y poco direccionales. Incluso puede formarse

cooperacién entre 2 ¢ mds receptores,

Las interacciones de puentes de hidrogeno entre las bases del ADN son del tipo
N-H:--NyN-H-..0, [Saenger).

"lones de signo contrario, en este caso cationes (como K*t, Nat, Mg?t, Ca?* y Lit).

8Un punto que es interesante mencionar en este aspecto, del cual no me ocupare en este momento, es la
proposicién de Lodwin acerca de que las mutaciones que suceden de forma natural pueden ser debidas al
efecto tunel de uno ¢ mas protones de los puentes de hidrégeno del ADN de una base sobre una cadena a la
base correspondiente sobre la otra cadena ([Levine], 2a. ed., 1974).
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Capitulo 3

Modelado molecular

La descripcidn tedrica de un fendmeno fisico usualmente se basa en un modelo
que haga abstraccion de este, a partir de las observaciones que se han hecho de él en
la naturaleza. Para ser aceptado fisicamente, el modelo debe basarse en alguna teoria
y cominmente tener una representacion matemética. Una simulacién molecular puede
recurrir a modelos moleculares basados en teorfas, desde los mecdnico-cudntico-relativistas
hasta las cldsicas, donde la utilidad de cada uno depende de la naturaleza del problema. Al
describir sistemas macromoleculares bioldgicos, regularmente se recurre a una aproximacion
cldsica.

En este capitulo hago un corto repaso tanto de los modelos cudnticos como modelos
cldsicos que usé durante el desarrollo de la simulacién, lo cual también fue 1til para dar
una interpretacion de los resultados obtenidos. Este repaso se considerd conveniente para
iniciar el trabajo con antecedetes de algunos puntos importantes de los modelos y métodos

usados.

3.1 Fisica molecular

Para hacer un estudio de un sistema molecular como el que ahora nos interesa,
no contamos con una teorfa molecular completamente satisfactoria que incluya fenémenos
cudntico-relativistas ([Cohen-T], p. 9). No obstante, ain cuando los efectos relativistas
afiaden correcciones a sistemas tan simples como los dtomos hidrogenoides ([Peiia), p. 711),
una aproximacién cudntica es suficiente para describir un gran mimero de sistemas in-

cluyendo los bioldgicos, por lo que la mecidnica cudntica no relativista se considera un buen
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punto de partida [Weissbluth].

3.1.1 Aproximacién cudntica (Born-Oppenheimer)

Una aproximacién cudntica implica que debemos encontrar la solucion de la ecuacidn

de Schradinger,

H¥(r,R) = E¥(r.R). (3.1)

La cual se ha considerado independiente del tiempo por simplicidad, En donde £
es ¢l operador hamiltoniano de un sistema de electrones y micleos descritos por los vectores
de posicion r y R respectivamente. Un hamiltoniano que contiene las interacciones mas

importantes para una molécula de n-clectrones en ausencia de campos externos, es:

H = Hy + H + Hy,

con:
N M
HO__Z 1Vi- ZTV z;iz:lrm’
=1/
MM

Hl _ZE 7' + Z Z ll,m '

i=1j>i N A=1B>4

=Y E(r)li - si.

=]

s

Donde ri4 es la distancia del micleo A al i-ésimo electron, rj; es la distancia entre
los electrones i-ésimo y j-ésimo, M, la razén de la masa del nicleo A a la masa de un
electron y Z, el nlimero atdmico del micleo A. El término Hy contiene la energfa cindtica y
potencial de los micleos y electrones, H representa la repulsion coulombiana entre pares de
electrones y de niicleos; Ha es la interaccidn espin-drbita, que bajo ciertas consideraciones
de simetrfa es posible incluir en la descripcion molecular ([Weissbluth], p. 561).

Las contribuciones debidas a H; y Hs dependen del mimero atémico, para Z
pequeiio es dominante Hy comparado con Ha y contrariamente para Z mayores Hy es

dominante comparado con Hy. En los casos limite tendremos los siguientes Hamiltonianos.

H; = Hy+ Hy,
Hyy = Hy+ H,.
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Debido a que en general los sistemas bioldgicos estdn constituidos de dtomes
ligeros, Z pequenos, es razonable tomar el primer limite H; para representar el Hamil-
toniano total del sistema.

Por lo cual el Hamiltoniano total que consideraremnos para N electrones y M micleos

es en midades atdmicas,

N M N N MM l /Il ,
H=H = Z -)v Z '71\11 ZZ ZZ Z Z Rag (3.2)
i=] - ll*l l—lj>x A=18>4

Para resolver la ecuacion (3.1) con el Hamiltoniano (3.2) de un sistema molecular,
se recurre a una aproximacion conocida con el nombre de Born-Oppenheimer. Una

discusién cualitativa de esta aproximacion se basa en el siguiente hecho:

'Los electrones por moverse mucho mds rdpido que los nicleos atdmicos, al ser

estos 1iltimos mds pesados, es posible desacoplar su movimiento del movimiento nuclear.’
Es decir, podemos separar la ecuacion (3.1), en una ecuacién para el preblema

electrdnico y otra para el problema nuclear, mediante el siguiente procedimiento:

1. Cousideraremos que los electrones se mueven bajo el campo producido por los niicleos
fijos con coordenadas R, por lo que en el Hamiltoniano (3.2), se puede despreciar el
término de energfa cinética del movimiento nuclear y el térnino de repulsién nuclear

serd considerado como una constante, Definiendose el Hamiltoniano electronico como:
M M VA
ZaZi
N M -

c:_z vl ZZ ZZ-+ ,aznz;a Rap (3.3)

i=ld= l i=1j>1
Constante

2. Rescribiendo la ecuacidn de Schrodinger bajo la suposicion anterior, se obtiene:
ii J p y

HoUu(ri R) = Eo(R)Wo(r; R). (3.4)

Donde la funcién W,(r; ') es una funcién de onda electronica la cual depende paramétricamente

de las posiciones nucleares y Eo(R') es el eigenvalor de energia correspondiente a cada

configuracién nuclear R'.

3. Proponiendo a la funcién de onda como el producto de una funcién de onda electrénica

y una funcién de onda nuclear,

V(r, R) = o(ri R)Un(R). (3.5)
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De la ecuacion (3.1) y (3.4) se obtiene que

HaWo(R) = EV,(R). (3.6)
definiendo a;
“ZL 1.
I'In = - '.'_——VA ‘}' [3'3‘ (3-7)
A= 2l\‘[_4

El significado fisico de esta aproximacion es que la funcion de onda nuclear de
la ccuacion (3.6) es calculada debido al potencial efectivo electrénico E,. el cual es
obtenido a partir de la ecnacion (3.4) para cada confignracion nuclear,

Bajo este esquema ahora nos ocuparemos de resolver las ecnaciones (3.4) como el

problema electrénico y 3.6 como el problema nuclear por separado.

3.2 Problema electrdnico

La bisqueda de la solucion por diferentes métodos de la ecuacion (3.4) ha dado
lugar a una gran cantidad de cddigos de programacion debido a su complejidad. Estos
codigos en general se agrupan en dos tipos de cdlculos moleculares conocidos con los nombres
de ab initio y semiempiricos. Los métodos semiempiricos usan un hamiltoniano mas
simple que el hamiltoniano molecular correcto y usan pardmetros cuyos valores son ajustados
con datos experimentales o resultados de calculos ab initio, ([Levine], p.455). En contraste
los métodos ab initio', generalmente usan el hamiltoniano electrénico de la misma forma en
que se encuentra en la ecnacion (3.3). En general ambos métodos han demostraclo ser nny
titiles, sin embargo la eleccion del método mds apropiado depende tanto de la cantidad de
dtomos que tenga el sistema molecular, del mimero atdmico de cada uno de ellos y en el
caso de los métodos semiempiricos del tipo de sistema que se esté estudiando.

En el apéndice 6.3 se muestra el método de Hartee-Fock, en él puede observarse
que para enconcrar las funciones de onda necesarias para resolver el problema electrdnico,
se tienen que evaluar un considerable nimero de integrales. Lo cual ocasiona que el tiempo
de cdmputo necesario para llevarlas al cabo se incremente conforme al niimero de electrones
que tenga el sistema, En general esto ocurre en los métodos ab initio, por lo que para

ahorrar tiempo se recurre a los métodos semiempiricos, Los métodos semiempiricos que

'El nombre ab initio, proviene de la misma palabra en latin que significa "desde el principio” e indica
que los cdleulos son basados en los principios fundamentales. [bidem.



connnente son usados en sistemas biomoleculares como los que estamos estudiando son
MNDO (Modified neglect of dintomic overlapp), AM1 (Austin model 1) y PM3, por repre-
sentar adecuadamente sus propiecdades moleculares ya que sus pardmetros son ajustacos

con datos de experimentos en moléculas de este tipo ({Levine], p. 448).

3.3 Problema nuclear, aproximacién para sistemas macro-

moleculares

A partir de la separacion hecha en la seccién 3.1.1, con la aproximacion Born-
Oppenheimer se encuentra que la ecuacién que describe el movimiento nuclear es (3.6).
Sin embargo, caleular el potencial efectivo electrénico E, implica un gran esfuerzo com-
putacional para uua sola configuracion nuclear R, como se ha visto en la seccién 3.2, En
moléculas diatdmicas, triatdmicas o sistemas periodicos, es razonable calcular Eo(R;) para
distintas configuraciones R; y con esta informacidn ajustar un potencial andlitico V(R) tal
que V(R;) = Ee(R;), obteniendo de esta manera una hipersuperficie de energia potencial con
la que sea posible resolver la ecuacién (3.6). El procedimiento para resolver esta ccnacion
es conocido como dindinica cudntica ya que para encontrar la evolucion temporal de la
molécula, es decir las diferentes configuraciones dependientes del tiempo, basta multiplicar
a la funcidn de onda Wy, del problema nuclear por el término temporal adecuado.

Desafortunadamente cdlculos como los anteriores sélo son posibles para moléculas
pequerias y en la actualidad para sistemas de estado solido?, No siendo asi para sisternas
macromoleculares bioldgicos como el que ahora nos interesa, por su gran cantidad de Atomaos
y su falta de simetr{a. No obstante, el potencial analitico V(R) que genera el campo de
fuerzas que siente cada nicleo puede ser utilizado para resolver nuestro problema macro-
molecular, haciendo para ello una aproximacion cldsica del modelo cugntico con ayuda del

teorema de Hellman-Feynmann? de la siguiente manera: Por ser los niicleos atdmicos ob-

Jjetos relativamente pesados, despreciaremos sus efectos cudnticos, aproximando la ecuacion

(3.6) por las ecuaciones de movimiento de Newton ecuacién (3.8), de manera andloga a la

cudntica este procedimiento es llamado dindmica molecular (DM).

2Con algunas modificaciones al esquema que estoy planteando, ha sido posible usando los algoritmos de
Car y Parrinello, R.Car & M.Parrinello, Phys. Rev. Lett, vol. 55, 2471, 1985.

El Teorema de Hellman-Feynmann (1937,1938), nos dice que mediante la aproximacién de Born-
Oppenheimer las fuerzas que actuan sobre un nucleo son derivables del potencial cldsico V(R) y la funcida
de onda electrénica, Weissbluth, op. cit., p. 555.
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En el potencial analitico V(R) es conveniente incluir términos relacionados con los

(3.8)

dtomos unidos cou enlaces Viigados ¥ los no-ligados Vio-tigados. De tal forma que,
V(R) = Vli_qudos + Vno-—ligudus~

Para ajustar cada término se toman fragmentos (grupos) de la macromolécula
conto moléeulas de referencia y se obtiene su potencial cfective £, calculado cudnticamente
para diferentes configuraciones o mediante informacion proveniente de andlisis experimen-
tales ([Lipkowitz], p. 297, [McCammon), p. 38, [Gunsteren,et al,1992], p. 946).

Otros métodos que utilizan este tipo de potenciales, pero que a diferencia de DM
no consideran el tiempo, son mecdnica molecular (MM) y los métodos de Monte
Carlo (MC). El método de MM es muy utilizado en simulaciones computacionales de
cualquier tipo de moléculas y se basa en la bisqueda la configuracion de energia poten-
cial minima del sistema como funcidn de las coordenadas atémicas ((Lipkowitz], p. 298,
[McCammon], p. 44). Por otra parte el método de MC es frecuentemente utilizado en
estudios de mecénica estadistica computacional, este método es probabilista a diferencia de
la DM que es deterministn ([Haile], p 13). Con los inétodos de MC y DM es posible caleular
propiedades termodingdmicas de los sisiemas mediante promedios configuracionales, en el
primer método y promedios temporales en el segundo. Las propiedades termodindamicas
calculadas con ambos métodos se relacionan mediante el teorema ergddico.

Inevitablemente con toda aproximacién se introducen algunas limitaciones, para

este tipo de aproximacion cldsica no es posible observar o describir adecuadamente:

o Transiciones electrénicas (absorcién y emision de fotones).

o Fendémenos de transporte electronico (transferencia de carga).
‘ormacion y rompiiniento de enlaces®.

e Forma romptiniento de enlaces

o Efecto tunel,

4Esto es posible modelarlo desde un punto de vista cldsico, sin embargo un método cudntico provee de
informacién mds detallada y confiable dado la naturaleza del fenémeno.



No obstante, es posible obtener aceptablemente algunos elementos importantes
del comportamiento de sistemas macromoieculares que en base a un método cudntico
seria practicamente imposible y de esta manera, complementar informacién proveniente de
métodos experimentales en donde frecuentemente hay inaccesibilidad en detalles atémicos

[Gunsteren,et al,1992],

3.3.1 Campo de fuerza para moléculas bioldgicas, AMBER.

En la literatura encontré que campos de fuerza como los mencionados en la seccién

anterior son usaclos frecuentemente en estudios teoricos de sistemas biomoleculares ([Gusteren, et al,1992],

{Lipkowitz], p. 295, {McCammon], p. 181), los cuales estén implementados en diversos
cddigos para hacer simulaciones. Estos campos de fuerza han sido ajustados para represen-
tar diferentes tipos de moléculas bioldgicas, donde los mas conminmente nsados son:

AMBER, desarrollado en la Universidad de California en San Francisco (Weiner
& Kolliman, 1981);

CEDAR, desarrollado en la Universidad del Norte de Carolina (Carson & Heer-
mans, 1985 (Heermans]);

CHARMM, desarrollado en la universidad de Harvad (Brooks, 1983);

GROMOS, desarrollado en la Universidad de Groningen (van Gunsteren, 1983).

En particular AMBER es ajustado para el estudio de dcidos nucleicos y proteinas,
empleando en dicho ajuste tanto métodos cudnticos como datos experimentales, Por lo
anterior consideramos que es lo suficientemente completo y conveniente para usarlo en
tas simulaciones que se hicieron en el presente estudio. El campo de fuerzas AMBER es
incorporado, con todas sus librerfas, en un paquete comercial de software llamado discover,
elaborado por la compaiia Biosym Tec. Inc. [Discover]. Este paquete fué usado para el

desarrollo de las dindmicas moleculares que aqui se reportan,

AMBER

El campo de fuerza AMBER fue hecho por el grupo de trabajo de Kollman y se ac-

tualiza constantemente, incluyendo modificaciones a diversos pardmetros [Weiner et al,1984].



El potencial que genera el campo de fuerza AMBER es el siguiente:

V(r) =
. ., . Vi
Z K (R~ Rey)* + L Kp(0 = eg)* + Z -f[l + cos(ng —v)| +
enlaces angulos diedrales ~
(1) (2) (3)
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Figura 3.1: Representacion esquematica de cada término del potencial de AMBER.

El término (1) representa cada enlace covalente en la molécula, el término (2) las

deformaciones angulares entre dos enlaces covalentes en un dtomo dado y el término (3) las

torsiones (6 dngulo diedral®). Los restantes tres términos corresponden a la dispersion e

interacciones coulombianas entre pares de dtomos separados una distancia r, Vy,-tigudos-

% Angulo formado entre los planos abe y bed.



Los términos (1) y (2) son tratados como osciladores armdnicos con constantes
de fuerza K; y Kg teniendo puntos de equilibrio en Re, y 0eq, este término se considera que
es una buena aproximacion para representar enlaces covalentes en temperaturas bioldgicas
normales, donde la amplitud de las fluctuaciones en los enlaces son muy pequeinas, El
término (3) se incluye para describir y mantener apropiadamente la naturaleza estructural de
las cadenas de los dcidos nucleicos y las proteinas ([McCammon}, p 40). En general estos tres
términos representan las variaciones energéticas en los enlaces covalentes Vigados. o8 decir,
la estructura primaria de los sistemas macromoleculares mencionados, Los términos (4) v
(5) toman en cuenta las interacciones de van der Waals y electrostdticas, Para aumentar
Ia naturaleza clectrostdtica de los puentes de hidrégeno (idem, [McCammon] y [Pauling)),
se inchiye el término (6), el cual se remplaza por el (4) en dtomos de los grupos donadores
y aceptores que cumplan condiciones angulares y de distancia para formar dichos puentes
(fig. 3.1), en discover estas condiciones se fijan a 23° y 1.4 A respectivamente,

Revisando los articulos {Weiner,et al,1984] y (Weiner,et al,1986], donde se repor-
tan las constantes de fuerza calculadas para este campo, encontré que para ajustar los
pardmetros de cada uno de los términos se recurre a: estudios hechos con micro-ondas,
difraccion de neutrones, resonancia magnética nuclear (RMN), métodos cudnticos y MM
en los términos ligados y empacamiento cristalino etr los pardmetros no-ligados. Poste-
riorniente todos los pardmetros se varfan y se ajustan siguiendo una metodologia de tal
forma que coincidan con valores calculados de energias conformacionales (en e.g. azicar,
bases, apilamiento de las bases, etc.). En los términos (1), (2) y (3), los valores de los
pardmetros de equilibrio Req ¥ 0cq, se toman a partir de estudios hechos con micro-ondas
y difraccién de neutrones, métodos cuanticos y/o MM. El v mediante micro-ondas, RMN
o estudios MM. Los pardmetros no-ligados son derivados con datos empacamiento cristal-
ino. Las cargas atdmicas son determinadas con andlisis de poblacién de Mulliken apéndice
6.3, de moléculas de referencia 6 alternativamente en versiones mds recientes de AMBER
se usa el modelo de cargas atdmicas parciales ajustado para reproducir el potencial elec-
trostdtico, calculado cudnticamente sobre una malla de puntos alrededor de la molécula de
referencia mediante cdlculos electrénicos, apéndice 3.2. Los pardmetros de estructura (e.g,
coordenadas atémicas, dngulos entre enlaces, etc.) son frecuentemente tomados de datos
de estructura cristalina, de medidas espectroscdpicas o cdleulos cudnticos, Actualmente los
modelos permiten también la adicién de solvente (iones y contraiones) para dar realismo a

este tipo de simulaciones.
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Capitulo 4

Simulacion computacional

En este capitulo describo la metodolgia seguida para el desarrollo de la simulacion,
partiendo de la delimitacion y construccion del sistema ADN-¢riplex propuesto para el pre-
sente estudio (cilculo de cargas atomicas parciales, calculo de la posicion de contraiones y
obtencién de la configuracion inicial). Posteriormente presento un andlisis e interpretaciones

de algunos de los resultados obtenidos de la simulacién.

4,1 Construccion del sistema

La secuencia de ADN-triplex que se muestra en (4.1), me fue sugerida para el de-
sarrollo de la simulacion. Esta se tomd del articulo de Mergny (1991), en donde se reporta
un estucio de estabilidad hecho mediante el procedimiento experimental que describiré pos-
terformente en la seccién 4.2.1. La secuencia incluye el nucledtido C* (citosina protonada)
para la formacién de los puentes de hidrégeno tipo Hoogsteen (fig. 2.4). Debido a que no
contamos con otro tipo de informacion estructural sobre la molécula, usé el médulo para
visualizacién y modelado interactivo para polimeros bioldgicos ( Biopolymer del paquete In-
sight), para la construccién del sistema [Insight]. Dentro de este paquete se puede controlar
el programa de dindmica molecular Discover que como mencioné contiene en sus librerias
el campo de fuerza AMBER usado para el desarrollo de la simulacién. Dicho campo cuenta
con pardmetros y constantes de fuerza para cada dtomo del ADN con sus diferentes enlaces,
dadas las particularidades de esta molécula en Insight se utiliza una librerfa de residuos que
incluye a los nucledtidos T, A, Cy G, asi como a las moléculas de agua e iones, tomadas

de los pardmetros calculados para el potencial de AMBER. No obstante, el nucledtido C*



10 cilenta con cargas atomicas, por lo que {ue necesario asignarlas de acuerdo con su na-
turaloza electranica. La adicidn del proton a las citosinas del oligo (protonacién), origina
redistribucion de carga en el nucledtido, neutralizandose la carga de este, ya que como he

mencionado, los fosfatos tienen una carga formal de -1e.

STACTCTTCCTTTTTCAAY (4.1)

Y ATGAGAAGGAAAAAGTTY
YorerreeTTTrTe?

El médulo Biopolymer utiliza pardmetros cristalogrificos obtenidos por difraccion
de fibra [Arnott,et al,1974-76], para las uniones triples T:A:T como se ha mencionado, Para
las uniones C:G:C*, debido a que sus librerfas no cuentan con informacién cristalografica de
ellos, las construi con dicho médulo remplazando las bases T:A:T por C:G:C en los sitios que
indica la secuencia, fijando el pH requerido mediante la protonacién de las citosinas del oligo
con la hibridizacién sp2* del nitrégeno N3 (fig. 4.1), formdndose de esta manera los puentes
de hidrégeno tipo Hoogsteen. Las constantes de fuerza para el nucleotido C*, las tomé de
las librerfas de AMBER usando para ello la simbologia descrita en [Weiner,et al,1984],
[Weiner,et al,1986] y [Discover], esta simbologia se utiliza para representar los diferentes
tipos de dtomos dadas las caracteristicas quimicas en las que se encuentran!, (tabla 4.1).
Debido a que las librerfas de AMBER 1o cuentan con cargas atémicas para el nucleotido

C*, estas las caleulé mediante el procedimiento deserito en la seccién 4.1.1.

Atomos | Orden de enlace Potencial de Amber
N3 C2 1 (simple) N (nitrogeno sp2 en un grupo amide)
H3 N3 1 (simple) H (hidrogeno amide o imino)
C4 N3 2 (doble) CM (carhono sp2 en pirimidina, un substituyente)

Tabla 4.1: Potenclales de AMBER asignados a la Citosina protonada.

Posteriormente, saturé los enlaces libres de los extremos de las cadenas mediante
un procedimiento de Biopolymer, el cual reemplaza el fosfodiester por un radical OH en 8’y
agrega el mismo radical en 3. Finalmente inclui contraiones y agua como solvente llenando
una celda unitaria de 50 x 50 x 80 A3, siguiendo los pasos descritos en las secciones 4.1.2

y 4.1.3 respectivamente. Para ajustar la estructura en base a las interacciones de todos los

'Prapiedades estereaquimicas.
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Figura 4.1: Citosina protonada, H3 es el proton que se agrega a la molécula.

elementos del sistema se siguio el procedimiento descrito en la seccion 4.1.3 obteniendo asi

una configuracién de minima cnergia (fig. 4.3 a).

4.1.1 Cadlculo de cargas atémicas para C*

Inicialmente calculé las cargas atémicas con el andlisis de poblacién de Mulliken,
apéndice 6.3, debido a que es la forma en que se hizo en la versién original de AMBER
[Weiner,et al,1984]. Sin embargo, las librerias de AMBER que usa Discover corresponden
a versiones actualizadas a 6-mayo-94, en donde las cargas atémicas son ajustadas de tal
forma que reproducen el potencial electrostdtico, apéndice 6.4 calculando dicho potencial
con métodos ab-initio como mencioné en el capitulo 3. Considerando que el valor de las
cargas varfa de un método a otro [Singh,et al,1984], para mantener congruencia con la
distribucién de cargas que usamos en la simulacién fue necesario recalcularlas usando el
potencial electrostidtico, En la tabla 4.2 se muestran los resultados que se obtuvieron de las
cargas atémicas para la citosina protonada con ambos métodos, también se muestran las
cargas parciales de AMBER para la citosina sin protonar calculada en [Weiner,et al,1986)
(versién que usa Discover) y las obtenidas con métodos semiempiricos [Laughton,ct al,1992]
mediante el procedimiento propuesto por Orozeo y Luque [Orozco,et al,1990] (en esteiltimo
no se reportan cargas para el grupo fosfato), con objeto de compararlas,

Comparando los valores de las cargas atémicas obtenidas, tabla 4.2, entre los dife-
rentes métodos reportados son notorias las diferencias entre los dtomos, como se esperaba.

Por lo que al utilizar el mismo método de AMBER para calcular las cargas del nucledtido
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Ct su valor se mantendrd congruente, puesto que en el ciclulo se considera de la misma
forma el ambiente quimico que rodea cada dtomo de C* que en los nucledtidos A, T, G
& C, consecuentemente el campo electrostatico generado representard homogeneamente las
distribuciones de carga que produce la presencia de los nucledtidos C* a lo largo de la
molécula. No obstante, atin cuando las cargas atémicas son de relevancia fundamental para
este tipo de simulaciones es por sf mismo un completo tema de estudio y profundizar mds en
este aspecto estaria fuera de los objetivos de lo acordado en el plan de trabajo de la presente
tesis, dejandolo por el momento para discusiones ¢ estudios posteriores, ya que considero
que dada la naturaleza electrostdtica, tanto de puentes de hidrégeno, de la ubicacion de los
jones presentes en el medio como de la repulsién de las cadenas es un punto muy importante

que debe retomarse para tener mejores representaciones,

4.1.2 Posicion de contraiones

Considerando que la posicién de un contraion estd determinada principalmente por
su cardcter electrostdtico, para determinar su localizacion inicial usé las cargas atémicas de
la molécula de ADN, como una distribucién de cargas puntuales ¢y, qo, ..., gn localizadas en
ri,rz, .., I3, para calcular el potencial electrostdtico generado por todo el ADN, mediante

la expresion:

1 qi
Ve(r) = — :
)= gy X Tl

De esta forma en los minimos del potencial generado por dicha distribucién coloco
los contraiones con objeto de obtener una configuracion inicial "razonable” a partir de la
cual se pueda iniciar un proceso de minimizacién de energia que incluya todos los términos
del potencial. Para esto procedf de la siguiente manera:

Tomando puntos sobre la superficie cilindrica dada por.

z = peosl,
y = psind, (4.2)
z=2

Con p = cte tal que contenga totalmente a la molécula encerrada en una superficie
reticular cilindrica, podemos evaluar el valor del potencial sobre dicha reticula y buscar la

posicion de los minimos de potencial electrostitico, tomando la reticula lo mds densa posible
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Alcapd | cap ¥’ B Clcapd |caph D|capd |cap¥
P 1.385 | 1.385 1.513 | 1.513 1.385 | 1.385
O1P | -0.847 | -0.847 -0.814 | -0.814 <0.847 | -0.847
02P | -0.847 | -0.847 -0.831 | -0.831 -0.847 | -0.847
0y -0.509 | -0.509 | -0.404 | -0.659 | -0.747 | -0.747 | -0.747 | -0.632 | -0.632 | -0.558
HE’ 0.279 0.417 0.346
cy 0.118 | 0.118 | 0.118 | 0213} 0.033 | 0.033 ] 0.033 ) 0.299 | 0.299 | 0.299
H5'1 0,021 | 0,021 ] 0.021 | 0.044 | 0.204 | 0.204 [ 0.204 0.041 1 0.041 | 0.041
H5%2 0,021 0.021 | 0.021 ] 0.044 | 0210 ] 0.210 | 0210 | 0.041} 0.041 | 0.041
cq 0.036 | 0.036 | 0.036 | 0.095| 0.082 | 0.082| 0.082| 0.146| 0,146 | 0.146
Hd' 0.056 { 0.056 | 0.056 { 0.082 | 0.231 | 0.231{ 0.231} 0.068| 0.068 | 0.068
c3 0.233] 0233 | 0233 | 0130} 0.144 | 0.144 | 0.144 | 0.581 ] 0581 ] 0.581
H¥' 0.025{ 0025 0.025{ 0.143 | 0.158 | 0.158 | 0.158 [ -0.091 | -0.091 { -0.091
04 -0.368 | -0.368 | -0.368 | -0.391 | -0.676 | -0.676 | -0.676 | -0.558 | -0.558 | -0.558
cr 0376 0376 | 0376 0.255 | 0.385 | 0.385{ 0.385| 0.530{ 0.530 | 0.530
HY 0.009 | 0.009 | 0.009 | 0188 0.273 | 0.273 | 0.273 | 0.073| 0.073 | 0.073
Cc2 -0.307 | -0.307 | -0.307 | -0.308 | -0.403 | -0.403 | -0.403 | -0.360 | -0.360 | -0.360
H2'1 0.081 | 0081} 0.081 [ 0155} 0.249 | 0.249{ 0.249| 0.140} 0.140 | 0.140
H2"2 0.081 0.081 | 0.081 [ 0.155 | 0.204 | 0.204 | 0.204 | 0.140 | 0.140 | 0.140
03’ -0.509 | -0.508 | -0.509 | -0.641 | -0.749 | -0.749 { -0.749 { -0.756 | -0.756 { -0.756
HOY 0.306 0.454 0.455
N1 -0.187 | -0.187 { -0.187 { -0.711 { -0.800 | -0.800 | -0.800 | -0.710{ -0.710 { -0.710
C2 0859 | 0.859 | 0859 1.065) 1.100 | 1.100} 1.100 | 1.024] 1.024) 1.024
02 -0.508 | -0.508 | -0.508 | -0.494 | -0.592 { -0.592 | -0.5892 | -0.601 | -0.601 [ -0.601
N3 -0.860 | -0.860 | -0.860 | -1.034 | -0.914 | -0.914 | -0.914 } -0.803 | -0.803 | -0.803
H3 0507 [ 0.473 | 0473 | 0473 ] 0.450 | 0.450 | 0.450
C4 0935 0935| 0.935| 1.309{ 0.833 | 0833 | 0833 L171{ 1171} L.171
N4 -0.834 | -0.834 | -0.834 | -1.257 | -0.922 | -0.922 | -0.922 | -1.167 | -1.167 | -1.167
H41 0329 1 0329 0.329 1 0.577| 0.443 [ 0443 | 0.443 | 0.527{ 0.527 | 0.527
H42 0.351 | 0.351 | 0351 0.618 | 0463 ] 0463 | 0463 ) 0.538| 0.538 | 0.538
C5 -0.576 { -0.576 | -0.576 { -1.181 | -0.398 | -0.398 { -0.398 | -0.753 | -0.753 | -0.753
H5 0.153 § 0.153) 0.153) 0339 0.296 | 0.296 ) 0.296 | 0.264 | 0.264 | 0.264
C6 0.185| 0.185| 0.185| 0.924 | 0.217 | 0217 0217 | 0472 0472 | 0472
H6 0.098 | 0.098 [ 0.098| 0.192| 0.331 | 0331} 0331} 0.152§ 0.152 | 0.152
total [ -1.000 | -0.693 | -0.307 | 0.359 { -0.002 | 0.452 | 0.547 [ -0.0827 | 0.3719 | 0.646
3+ 5 -1.000 0.999 1.018

Tabla 4.2: Cargas atomicas parciales calculadas A en AMBER para la citosina; B en

el articulo Laughton, C mediante el Andlisis de Poblacion de Mulliken y D mediante el

potencial clectrostatico ChelpG, estas dltimas para la citosina protonada. Los cap son

usados para los extremos de las cadenas.
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para que los resultados sean mds exactos, en este caso tomé dz=0.5 A y ds=pdf = 0.5,
dado que el radio ionico del sodio es de "1.5 y sdlo se busca una posicion aproximada para
distribuir los contraiones.

Para simplificar la tarea escribi un programa en Fortran que consta de dos fases:

e En la primera se caleula una posicion aproximada de cada contraion debida a todas

las cargas, incluyendo los contraiones que ya se han localizado en cada iteracion,

o En la segunda se utiliza un método autoconsistente, en el cual cada contraion se
quita y se vuelve a reubicar, buscando el potencial electrostatico minimo en el campo
producido por el ADN y los contraiones restantes, Esto se hace para cada uno de los
contraiones hasta que la distancia entre la posicidn anterior y la que esta caleulando,
no exceda 1 A de diferencia. Refindndose la posicion de los contraiones en cada
iteracién y evitando que el contraion se ubique en una posicién ficticia® de potencial

electrostitico minimo,

Estos cdlculos se hicieron para superficies cilindricas con 13 A < p < 17 A ob-
servandose que a 15 A los contraiones se ordenan a la altura de cada fosfato a lo largo
de las cadenas de la duplez y su nimero coincide aproximadamente (£1) con la carga de
cada una de ellas. Para el oligo los contraiones se ubican en diferentes posiciones, lo cual
es de esperarse, debido a que esta cadena contiene las protonaciones de C* (cargas posi-
tivas) en distintos sitios. Esto concuerda cualitativamente con lo reportado en el articulo
[Laughton.et al,1992].

El procedimiento para determinar el potencial electrostdtico miimo descrito ante-
riormente fue verificado usando otros métodos (e.g., Steepst Descents, Gradientes y criterio
de Hessiano) y coinciden dentro del error de la reticula scleccionada. Para hacer esta com-
paracién se escribieron programas en Fortran basados en los algoritmos antes mencionados
[Hostetter]. Sin embargo el método utilizado consume un menor tiempo de cémputo, lo

cual es 1itil para el estudio de secuencias mayores o para procedimientos rutinarios,

4.1.3 Configuracion inicial

La forma en que afiadi los contraiones sélo toma en cuenta el término electrostdtico

del potencial. Desafortunadamente la forma en que Insight aiade el solvente, ain cuando

?Ficticia, en el sentido de que pudo haber sido una posicién minima en un principio, sin embargo con-
sideranda la presencia de todos los contraiones ya no lo sea mds, cambiando su posicién.
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toma en cuenta la densidad del agua, no considera la presencia de la molécula triplex y
contraiones bajo ninguna interaccién (unicamente empalme de atomos). Por lo que con-
sideré conveniente distribuir el solvente, los contraiones y finalmente la molécula triples,

permitiendo que cada uno se ajuste bajo la influencia del otro de la siguiente manera:

o Eliminé 43 moléculas de agua cercanas a la molécula de ADN (<2.0 A). puesto que

estas pueden quedar atrapadas en su interior y deformar la estructura durante la

simulaeién [Discover].

Minimizaeién de energia de las moléculas de agua manteniendo fija la estructura del
ADN vy los contraiones. Usando para ello los algoritmos Steepst decents y Gradientes

Conjugados por 150 y 600 iteraciones, respectivamente.

Minimizacién de energia en la que permité movilidad a los iones, para que estos se
ajusten junto con el agua a la estructura del ADN, usando los algoritmos Steepst

decents y Gradientes Conjugados por 150 y 400 iteraciones respectivamente.

Una pequeiia dindmica del solvente a baja temperatura, con el dnico objeto de redis-
tribuir las moléculas de agua e iones agregando un poco de energfa cinética en ambos
para ”brincar” pequeiias barreras de potencial manteniendo fijo el ADN. Con 500fs de
inicializacion y 5ps de dindmica a una temperatura de 100K, con un ensamble NPT

para ajustar el tamano de la celda.

Minimizacién global del sistema, 100 iteraciones de Steepst decents y 900 de Gradien-
tes Conjugados. Obteniendo una desviacion cuadritica media de la derivada de 0.1

keal/molA, sin fijar ninguna parte del sistema (fig. 4.3 a)).

El procedimiento anterior se determind a partir de simulaciones de prueba y

de resultados de otras simulaciones reportados en los articulos, [Laughton,et al,1992] y

[Swaminathan,et al,1991], del libro [McCammon] y [Discover].

4.1.4 Simulacién con dindmica molecular

Con objeto de estudiar la estabilidad de las estructuras se desarrollaron simula-

ciones a dos diferentes temperaturas y con diferentes ensambles, apéndice 6.5. Las tempe-

raturas se escogieron a partir de las observaciones experimentales reportadas por Mergny
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[Mergny,et al,1991] para esta secuencia, en donde a 293 K la estructura de triplex es es-
table y a 323 K hay desnaturalizacion de la estructura triplex, (fig. 4.5). Haciendo una
comparacion visual de las simulaciones NVT a 293 Ky NPT a 293 K, abas 2.5 ps de ini-
cializacidn y 36.2 ps de dindmica, se observa que las moléculas de agua en el ensambe NVT
se alejan demasiado de el ADN dejando un vacio de mds de 4 A. Debido a lo anterior, me
atrevo a decir que la presion es un facror importante para simular correctamente las condi-
ciones hajo las cuales se encuentra el ADN ya que algunos grupos del ADN son hidrofdbicos
[Saenger] y con suficiente espacio disponible en NVT, las moléculas de agua se alejan de
¢l. Por lo cual supongo que las simulaciones con un ensamble NPT son mds convenientes,
Para iniciar la simulacidn fue necesario fijar diversos pardametros, puesto que es la primera
simulacién que hago y no tengo experiencia al respecto, recurri a algunas sugerencias, datos
reportados en articulos y simulaciénes previas, Para simular el ensamble NPT es necesario
incluir condiciones periddicas y una distancia de corte (cutoff) importante para poner un
limite en los calculos (fig. 4.3 b)). Las condiciones periddicas usadas para estas simulaciones
usan la convencién de imagen minima, es decir, solo se considera una vez las interacciones
de cada dtomo con el resto de los dtomos que esten dentro de la distancia de corte, ya
sea con un dtomo real o su imagen. Para evitar cortes abruptos en la energia se usa una
funcion interruptor (switch), la cual vale uno hasta cierta distancia (cutdis-swidis), después
es llevada a cero suavemente hasta mn valor fijo antes de la distancia de corte (cutdis), con
un polinomio de quinto grado (fig. 4.2). Esta distancia se recomienda que se fije midiendo
las distancias entre los grupos cargados [Discover], por lo que para nuestra moléenla los
valores que fijé son: cutoff=13 A, cutdis=12 A y swtdis=3.5 A.

De acnerdo con lo anterior se llevaron al cabo las siguientes simulaciones:

1. NPT, 293 K con 2.5ps de inicializacion y 36.2ps de dindmica.

2. NPT, 323 K con 5.5ps de inicializacién y 9.2ps de dindmica.

",

Los tiempos de inicializacion me fueron sugeridos tomando en cuenta que: "

mayor temperatura el sistema tarda mds en estabilizarse”.
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Tomado de [discover].

4.2 Anadlisis e interpretacion de resultados

En la presente seccion hago un pequeiio andlisis de cuatro puntos que considero
importantes sobre los resultados de la simulacién, presentando también la interpretacién
que tengo de ellos. Debo mencionar que esto ha sido el fruto de la revisién del material
bibliogrifico y de multiples discusiones que se han hecho al respecto del tipo de informacién
que se pueda extraer de la sinlacion. Tanto el andlisis como la interpretacién tienen
el fin de estudiar factores relacionados con la estabilidad de la estructura secundaria del
ADN-triplez, correspondiente con lo esbozado en el plan de trabajo de la tesis.

Antes de iniciar el andlisis es conveniente observar la grifica de energia potencial
del sistema a lo largo de la simulacién (fig. 4.4), ya que para asegurar el equilibrio ter-
modindmico del sistema es necesaria su estabilidad energética. La grafica fue calculada con
las posiciones y velocidades atdmicas de las simulaciones a 293 K y 323 K para cada tiempo
usando para ello el paquete Insight. La energia potencial del sistema en ambas temperaturas
no ha legado a un valor constante, sin embargo tiende a un valor muy cercano a la asintota
de la curva ajustada por minimos cuadrados. Este punto lo mencionoe, por que pienso que
es conveniente aumentar el tiempo de equilibrio (inicializacion) en simulaciones posteriores.

No obstante, consideramos aceptables estos valores ya que existen simulaciones mas largas
)
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(ns), e. g. [Swaminathan,t al,1991], en donde ain a estos tiempos se observa un pequerio

decaimiento exponencial hacia la constante.

-102000
__ +104000
g +106000
Q@
5 108000
g
8
g
& 110000 |
412000 . i " | S 1 . 1 " J
10 20 30 0 50
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Figura 4.4: Energia potencial del sistema a las temperaturas indicadas.

4,2.1 Parametros intermoleculares

Con el propdsito de comparar la estabilidad de la estructura secundaria del ADN-
triplex a diferentes temperaturas, calculé la energfa de interaccidn intermolecular entre las
cadenas, el niimero y distancias de separacion de los puentes de hidrdgeno formados entre
las bases. Para ello, escribi un programa macro con el lenguaje BCL (Biosym command
language) de Insight y usé un programa en Fortran que calcula la energia intermolecular del
término 10-12 de la ecuacién (3.9) usando las constantes de fuerza de las librerias de AM-
BER. Los promedios temporales de estos pardmetros obtenidos después de la iniciailizacién
se muestran la tabla 4.3. A partir de estos pardmetros, se observa que a 293 K ¢l nimero
de puentes formados entre las cadenas 1-3 es mayor que a 323 K, lo mismo que la energfa
de interaccion, en donde la diferencia es notable comparada con cualquier valor obtenido,
por lo que es posible que este hechio se relacione mucho con la desnaturalizacién del ADN-
triplez (fig. 4.5). Por otra parte, la energfa total intermolecular entre las cadenas 1-3 es

mayor que entre 1-2 a 293 K, ocurriendo lo contrario a 323 K. Asi también a 293 K «
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nimero de puentes de hidrégeno formados entre las cadenas 1-2 es menor que a 323 K.
Estas dos observaciones pueden estar relacionados con la desestabilizacion local que la pre-
sencia del oligo haga sobre la estructura dupler, Las distancias promedio de los puentes de
hidrégeno no nos proporcionan mucha informacion al respecto, debido a que son promedios

sobre los puentes de hidrégeno formados bajo el criterio de distancia y dngulo mencionado

en modelado molecular.

Propiedades Moleculas 1-2 | Moleculas 1-3 | Moleculas 1-2 | Moleculas 1-3

203 K 293 K RPRILS 323 K

Coulomb (Keal/mol) 139.29 79.01 130.37 M

E Puentes de H. (Kcal/mol) -10.71 -8.33 -11.51 -6.81

Van der Wals (Kcal/mol) -25.19 61.59 -22,53 -68.86
E. Total. (Kcal/mol) 103,39 132.27 96.33 1.67
Num. de Puentes de H. 45 28 49 24
Dist. Promedio (A) 2,08 2.06 2.10 2,04

Tabla 4.3: Promedios temporales de las energias interntoleculares y pardmetros correspon-

dientes a los puentes de hidrégeno de las dindmicas a 293 Ky 323 K

En la simulacién a 323 K no observamos la separacion del oligo (desnaturalizncion),
debido a que este proceso experimentalmente toma del orden de segundos [McCammon,
aun cuando se caliente subitamente la solucion. No obstante, con una dindmica de corto
tiempo, s posible describir algunos elementos del proceso de deshaturalizacién, lo cual
puede ser aprovechable para diferenciar entre oligos mds o menos estables de forma analoga

a la experimental,

4.2.2 Estructura secundaria del ADN-triplex

Para observar la flexibilidad de las cadenas del ADN calculé los angulos de torsidn
definidos a lo largo de las cadenas y en el azicar (tabla 4.4y fig. 4.6). Adicionalmente con
estos valores se puede determinar la forma de la estructura secundaria que adopta, para
clasificar al ADN como he mencionado en la seccién 2.2 (polimorfismo estructural).

Las diferentes conformaciones que puede tener el azicar para geometrias ide-
ales del anillo, pueden describirse de forma analitica con el ciclo de pseudorotacién
[Altona,et al,1974-94]. Esto es debido a la forma pentagonal que forman sus enlaces cuyos
dngulos de torsidn se encuentran altamente correlacionados, de tal forma que es posible

comprobar que:
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Figura 4.5: Absorcidn dptica a 260nm como funcidn de la temperatura de ADN-duplex s,
ADN-triplex O y triplex con mismatch A. Con la absorcién dptica es posible determinar la
desnaturalizacién debido al hipercromismo observado a ciertas temperaturas, en O también

se observa la trancisién de triplex a duplex. Tomado de [Mergny].



dngulo | dtomos involucrados

Q ("_1)03!—-13—05' -y

a POy -Csy-Cy

¥ O — Cgr ~Cy = Clyr

5 Cyr = Cyp = Cy = Oy

[3 (7.;' - (73! - Ogr - P
Cy —Op = P = Ogi(nsy)

X Oy — Cyp = Ny = Cy (pirimidinas)
Oy ~ Ny = No = (4 (purinas)

1y Cy =0y ~Cyp = Cy

v Op = Cyp = Cy = Cye

" Cr = Cp = Cy = Cyr

v Cyr = Cy = Cyp = Oy

2 Cy = Cy ~ Oy = Cy

Tabla 4.4: Definicién de angulos de torsion a lo largo de la estructura primaria del ADN,

w+ v+t vyt =0,
Vj = Vmax * C08(P + j - ),
Vmax = Yo/ cos P.
La definicion original de dngulo fase es dada en términos de las torsiones del anillo
de aztcar, donde vyax es la amplitud maxima, v; es el j-ésimo dngulo de torsion (j=0,), P
es el dngulo fase y ¢ = 144°, [McCammon).

P se define como:

(4 +11) = (v3 + o)
2.1y (8in36° + sin 72°)°
El dngulo fase P=0° es tomado como el méximo dngulo de torsién positivo de 19 [Saenger].

tan P =

(4.3)

En las figuras 4.7, 4.8 y 4.9, se muestran las graficas de los dngulos de torsién y
pseudorotacién tomados de la simulacién a 293 K para cadenas 1, 2 y 3 respectivamente,
En estas gréficas la variacion radial representa el tiempo y la angular la torsion ¢ pseu-
dorotacion correspondientes a cada uno de los nucledtidos de las cadenas. Para hacer estas
grificas escribf un programa macro en BCL que mide los dngulos de torsion usando decipher
(programa manejado por Insight) junto con otro programa en C que calcula el dngulo P y
hace las grificas usando las librerfas XGL del sistema operativo de UNIX.

En cuanto a la flexibilidad de las cadenas podemos obervar que existe poca variacion

en la amplitud y que fluctua alrededor de valores medios en todas las cadenas, sin embargo
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Figura 4.6: Esquema que representa los angulos de torsién.

en la cadena 3 (fig. 4.9) se observan oscilaciones muy amplias en el dngulo P y en menor
grado en el dngulo a de algunos nucledtidos. Comparando nuestros resultados con los va-
lores descritos para un A-ADN y un B-ADN [Olson), que se muestran en la parte inferior
de las figuras, las oscilaciones de los nuclestidos T2 y C8 en el dngulo P ocurren entre
las conformaciones del azticar Cy-endo&Oy-endo&Cy-endo (fig. 4.10), siendo la primera
y la dltima comin para estructuras A y B-ADN, y la segunda es un punto de transicion
inestable cnergéticamente entre las otras dos configuraciones (fig. 4.11) [Saenger].

Al respecto de la forma de la estructura secundaria que adopta el ADN-triplez, du-
rante la simulacion la mayorfa de los dngulos de torsion y pseudorotacién de los nucledtidos
se mantienen en un A-ADN, estructura que se construyé inicialmente. Sin embargo, es
notorio que en la cadena 2 (fig. 4.8) se dan transiciones, aparentemente correlncionadas
en tiempo, de los dngulos de torsion y pseudorotacion a un B-ADN iinicamente en los
nucledtidos T6 y T10 que tienen una vecindad con C§ y C9 respectivamente, por lo que
supongo que este cambio de conformacién depende fuertemente de la secueneia y ya que
sucedan practicamente al mismo tiempo, es posible que una transicién motive a la otra

[McCammon]. Con estudios de resonancia magnetica nuclear (RMN)?, se han determinado

3Esto se infiere, a partir de la determinacidn de la distancia relativa interprotdnica entre las bases usando
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Figura 4.8; Angulos de torsién y pseudorotacién obtenidos para la cadena 2 a 293 K. En la

parte inferior se muestran los inismos dn

A y B-ADN [Olson].
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Figura 4.9: Angulos de torsién y pseudorotacion obtenidos para la cadena 3 a 293 K. En la

parte inferior se muestran los mismos dr

Ay B-ADN [Olson].
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Figura 4.11: Energfa vs. dngulo P, en ella se obervan dos minimos de energfa que coinciden

con las configuraciones obtenidas en nuestra simulacién {Saenger].
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conformaciones del azicar correspondientes a un B-ADN (Cy-endo) en estructuras triplex

que contienen tripletes C:G:C* [Laughton.et al,1992]. Estas variaciones en la conformacion
del aziicar es un punto de actual controversia en investigaciones experimentales; por una
parte debido a que en el modelo de difraccién de fibras todas las anicares tienen una es-
tructura tipo A-ADN (la conformacién Cy-endo) [Amottet al,1974-76] y por otra a que
en estudios de RMN se encuentran algunas correspondientes al tipo B-ADN (Cy-endo).
lo cual es aceptable ya que ambos puntos son estables energéticamente como nieneioné
anteriormente (fig. 4.11).

Para 323 K se puede observar esencialmente lo mismo que en las grificas descritas
anteriormente, incluso las transiciones que dependen de la secuencia, No obstante, dado a
que en esta temperatura experimentalmente se sabe que el oligo se "despega” de las cadenas,
yo esperaria observar fuertes oscilaciones o valores fuera de los caracteristicos de los dngulos
de torsién, esto confirma que para obervar completamente un proceso de desnaturalizacién

es necesario hacer simulaciones de mayor tiempo (figs. 4.12, 4.13 y 4.14).

4.2.3 Estructura electrénica molecular

Los calculos de estructura electrénica molecular a nivel cudntico, los utilicé para
estudiar las caracteristicas del enlace formado por los puentes de hidrégeno correspondientes
a la unién entre las bases tipo Hoogsteen, en distintos segmentos de la moléeula, Para este
estudio eliminé a las bases los grupos fosfato, saturando con hidrdgenos todos los enlaces
abiertos, por lo que en el cdlculo no son considerados los grupos cargados de las moléculas.
Los cdlculos se realizaron a nivel semiempirico empleando los pardmetros AM1 implemen-
tados en el programa UNICHEMTM | se eligi6 este método debido a la cantidad de dtomos
utilizados (790 dtomos) y a que los pardmetros han sido ajustados para reproducir correc-
tamente las interacciones atémicas de muchos sistemas bioldgicos, incluyendo la formacion
de los puentes de hidrégeno intermoleculares ({Levine}, p582).

En la tabla 4.5 se muestran las energias de las bases de triplez mencionadas, cuyas
coordenadas son las obtenidas de la configuracién inicial descrita en la seccion 4.1.3.

Observamos que las energias totales para el T:A:T en los sitios a) y b) (los cuales
son vecinos) son muy similares, sin embargo la energfa en la posicién d) de la misma unién

es mayor que las anteriores, pero a diferencia este tiene un vecino C:G:C*. Por lo que

el efecto NOE (Nuclear Overhauser Effect) entre sus protones aromaticos.
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Figura 4.12: Angulos de torsién y pseudorotacion obtenidos para la cadena 1 a 323 K. En la
parte inferior se nwestran los mismos dngulos caracteristicos de las estructuras secundarias
Ay B-ADN [Olson].
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Figura 4.13: Angulos de torsion y pseudorotacion obtenidos para la cadena 2 a 323 K. En la

parte inferior se mues

A y B-ADN [Olson].
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Figura 4.14: Angulos de torsién y pseudorotacién obtenidos para la cadena 3 a 323 K. En la

parte inferior se muestran los mismos dngulos caracteristicos de las estructuras secundarias

Ay B-ADN [Olson).
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Nucleotidos | Energia Total (eV)
a) Ti3AsTh -10419.33
b) Th2AsTh -10420.64
c) CsGCy -10232.51
d) Tr ATy -10411.19

Tabla 4.5: Energfa total de los nucleétidos seleccionados, a y b tienen como vecinos bases

T:A:T, d tiene como vecino ¢ una base C:G:C.

nuevaniente se observa una dependencia con respecto a la secuencia del ADN.

Con el fin de estudiar la interaccién intermolecular electronica los puentes de
hidrégeno tipo Hoogsteen que unen al oligo, se seleccionaron las bases a) y ¢) anteriores,
pero aliora con la configuracién a 10.6 ps obtenida de la dindmica a 293 K. Esto se hizo
tomando en cuenta que los Angulos de torsion no tienen variaciones angulares nmuy fuertes
debido a lo cual puede ser considerada, a grosso modo, como una estructura promedio.
Iin este caso también los calculos fueron a nivel semiempirico y se hicieron de la siguiente
manera; calculando la energia total de las bases de triplez (T:A:T y C:G:C"), la energia
total de las bases de duplez unidas con los puentes Watson-Crick (T:A y C:G) y por tiltimo
las energfas del nucledtido que corresponde al oligo (T y C), con estas energfas se hicieron
las diferencias Eqary = (Eaqta) + Ea(t) ¥ Eeeget) = (Beqeg) + Ee(e+))s con el fin de obtener
solamente la energfa de interaccién entre las bases de la duplez y el oligo, unién Hoogsteen,

las cuales se muestran en la tabla 4.6.

Bases Energfa total (eV)

Ea(tnt) -9456.89
Eata) -6292.57
Eag) -3164.24

Eattaty = (Eagta) + Eaqry) | -0.08 (-1.8 Kcal/mol)
Ey(cget) -10224.54
E¢(cg) -6987.41
Eefer)) -3237.32

Ee(egety = (Egieq) + Ec(c*)) 0.19 (4.4 Kcal/mol)

Tabla 4.6: Energfas totales electronicas de las bases de triplex (Ea(tat)s Ee(cget), duplex
Ea(ta)s Ec(cq) ¥ 0ligo Eq),E(c+)) con las diferencias que representan la energfa intermole-
cular electronica, dadas en eV y Kcal/mol, para comparar con lo obtenido en la seccién de

pardametros intermoleculares con el potencial de AMBER.

La densidad electrénica que rodea a las moléculas es una funcién tridimensional



que en general converge muy rapidamente a cero al alejarse de sus niicleos, por lo que la
grifica de esta densidad para valores mayores de un cierto mimero (muy pequeiio), nos da
la idea del concepto niacroscopico que se tiene del cuerpo 6 forma molecular, esta grifica
es util ya que en ella se reflejan algunas propiedades tanto fisicas como quimicas de la
moléenla{Lipkowitz]. En la densidad eclectrénica graficada para las nnjones triples T:A:T y
C:G:C* (fig. 4.15), se puede obervar que las bases se encuentran completamente sombreadas
y que hay regiones cityo sombreado se une con la base contigua, reflejandose asi las posiciones
de los puentes de hidrdgeno, que las mantienen unidas, ver seccion 2.2, Es notorio que la
unién triple C:G:C* esta rodeada de una mayor densidad electrdnica, lo cual debe estar
relacionado con la mayor energia de interaccién que esta unidn tiene respecto de T:A:T
(tabla 4.6). Relacionado con esto, en estudios de estabilidad experimentales se reporta que
la estructura de triplex aquf estudiada se desnaturaliza a 37°C (se despega el oligo), sin
embargo, cuando se reemplaza una unién triple T:A:T por un C:G:C* en el centro de la
secuencia, la estructura triplex se desnaturaliza a 38°C, asociando este resultado con una
mayor estabilidad de la estructura [Mergny,et al, 1991}, siendo una posible causa de esto, la
mayor interaccién intermolecular electrdnica del nucledtido C:G:Ct. Andlogamente, este
resnltado también puede tener relacién con las confignraciones que adopta el aziicar cuando
se tiene un vecino C:G:C* en la secuencia, ya que al tener mds energia de interaccion es

posible "brincar” la barrera de potencial y pasar a una configuracion B-ADN (fig. 4.11).

4.2.4 Estructura del Solvente

Las porpiedades del solvente que rodea el ADN es un factor que influye en la
forma de su estructura secundaria de manera reciproca (seceion 2.2). Se ha observado
experimentalmente que la facilidad de formar y estabilizar moléculas triplex depende en
gran medida de las condiciones en que se encuentre el solvente [Mergny,et al,1991]. Con esto
en mente, se considero importante estudiar las caracterfsticas del solvente en la simulacién
con ayuda de la Funcién de Distribucidn Radial (FDR) 6 de pares gqp(r). Esta funcidn
describe la densidad de probabilidad de encontrar un dtomo tipo b a una distancia entre

Py r+dr de un dtomo tipo a como una funcion de r y se calcula mediante la siguiente

expresion, ( )
N o d Nab(r )
W) =)









donde d (Ng(r)) es el mimero promedio de pares a-b en el diferencial de volumen dV(r)

dado entre ry r 4-dr de un dtomo a & b, por lo cual A lr) o5 1a densidad local promedio
de dtomos tipo e y 4. En esta FDR, la densidad local se ha dividido por la densidad de
dtomos a y b en bulto py, con objeto de que la funcidn se normalice a largas distancias,
en donde practicamente ya no hay interaccién entre los atomos. La FDR representa como
los dtomos de cierto tipo se organizan alrededor de otro tipo de dtomo seleccionado (4 de
ellos mismos). Si en las moléculas se encuentran dtomos del mismo tipo, es posible hacer
una particion entre los dtomos intermoleculares e intramoleculares. La FDR depende de {a
densidad y de la temperatura, por ello su forma puede caracterizar al estado sdlido, liquido o
gascoso en que se encuentre el sistema. Por ejemplo, para sistemas cuyos dtomos estan fijos
con posiciottes bien definidas como en cristales, gqq(r') tiene una forma de funciones delta (6
funciones gaussianas pronunciadas, debido a las vibraciones del sistema). Para gases, por no
tener una estructura definida, el comportamiento es completaniente diferente, en este caso
Jaa(r) esta dada aproximadamente por exp{—u(r)/KT), doude u(r) es la funcién de energfa
potencial por pares [McQuarrie]. En los liquidos y solidos amorfos el comportamiento es
intermedio entre un cristal y un gas (fig. 4.16); los liquidos exhiben un comportamiento
con un orden similar a an cristal a corto rango y a mayores distancias un desorden similar
al de un gas. Los sélidos amorfos presentan el mismo comportamiento que el de un liguido
pero un poco mds enfitico, incluso se observa a mayor rango (Haile]. Usando técnicas
experimentales, es posible calcular la FDR inediante la transformacion inversa de Fourier
del factor de estructura S(w) el cual se determina, dependiendo del sistema, niediante
difraccidn de electrones, rayos X 6 neutrones ({Elliott), p55-67).

El andlisis de la estructura del solvente lo hice calculando FDR con el programa
decipher manejado por Insight, promediando en los titimos 4ps (32.2-36.2 ps) de la dindmica
a 203 K. Durante este intervalo de tiempo la energia potencial del sistema se mantiene
aproximadamente constante y de esta forma es factible promediar sobre configuraciones
que esten cerca del equilibrio termodindmico (fig. 4.4). Las diferencias mds importantes
observadas en la FDR obtenida entre los dtomos de oxigeno de las moléculas de agua
goo(r) de esta simulacién y una simulacién de agua pura® (fig. 4.17), son el incremento
de la amplitud de las oscilaciones, la aparicion de estas a mayores distancias, asi como de

la aparicion del doble pico de la segunda oscilacion. Aunque por otra parte, la FDR. de la

Esta simulacion la hice bajo las mismas condiciones que la de 293 K pero sin ADN, sin contraiones y en
una celda unitaria de 20 x 20 A2
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Figura 4.16: Tlustracion esquemdtica de un arreglo de dtomos correspondiente a un sélido
amorfo (tomado de [Elliott]). Puede verse que la estructura de dicho arreglo se refleja en la
forma de la FDR.

simulacion de agua pura es muy similar a la obtenida experimentalmente para agua pura en
estado l{quido [Soper,et al,1986}, en donde solo se encuentra el primer pico un poco mayor
y un desfasamiento (menor de 1 A) apartir de la segunda oscilacién, Las causas de estas

diferencias entre el agua pura son dificiles de precisar ya que pueden ser debidas a:

—

. Las FDR se obtienen a diferentes temperaturas, con una diferencia de 5 K (que es
poco significativa en realidad debido a que esto solo causa pequefios cambios en la
amplitud [Postrinoet al,1994)).

|3

. A que los pardmetros de AMBER fueron ajustados para simular sistemas que con-

tengan moléculas bioldgicas y no agua pura,

(5]

. Deficiencias del modelo usado para generar el campo de fuerzas (AMBER), ecuacién
(3.9).

ofoa

. A dificultades inherentes de la técnica experimental de resolver distancias medias y

largas [Trokhymchuck,et al,1995].
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Salvo las diferencias mencionadas, la estructura del solvente de la simutacion de
agua pura es parecida a la experimental. Asumiendo que el estado de la simulacion de agua
pura es liquido y tomando en cuenta lo mencionado sobre las distribuciones radiales, puedo
decir que cl estado del agua de la simulacién con ADN y contraionies pareceria relacionarse
con un sélido amorfo. Debido a que las simulaciones se hicieron bajo las misimas condiciones,
la tinica causa aparente de que el solvente adquiera esta estructura es la presencia def ADN

y los contrajones,

6)
— Simulacién {agua con ADN).
Al
- = ~ Simulacion (agua pura).
A ++ =+ Experimental (agua pura).
-~ 3r
&
d |

Figura 4.17: FDR intermolecular entre los O de las moléculas de agua. Para las simulaciones

a 293 K (Obtenidos con decipher). El experimental a 298 K (tomado de [Soper86)).

Considerando que las interacciones a grandes distancias son principalmente oca-
cionadas por el campo eléctrico producido por las cargas del ADN y los contraiones, es
probable que las moléculas de agua al polarizarse disminuyan su movilidad y correspondi-
ente con esto un aumento de su viscosidad, fenémeno al que se le llama efecto de elec-
troviscosidad ([Richards}, p 235). Ocasionado por esta disminucion de la movilidad de tas
moléculas de agua s factible que los tiempos de vida media de los puentes de hidrégeno

formados entre las moléculas de agua se incrementen’, andlogamente a lo que sucede en

5En el agua las uniones O — / actuan como donadores y aceptores a la vez, formandose el puente
0O-H-.0.
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los compuestos llamados clathraté® [Davidson). Por lo cual, si los puentes del hidrégeno
formados entre las moléculas de agua que rodean al ADN tienen tiempos de vida media
mayores a los tiempos manejados en esta simulacion (107'2 seg), no es posible ver que
ocurra el rompimiento de estos puentes y por lo tanto la estructura del agua en esta es-
cala de tiempo sea muy semejante a la de un sélido en vez de un liquido?. Relacionado
con este punto, en la literatura encontré reportes tanto de experinmentos como de simula-
ciones en donde se observa que el comportamiento del solvente que rodea a las moléeulas de
ADN, es andlogo al obtenido en esta simulacién (llamandolo freezing behaivor, deterninado
experimentalmente con infrarrojo [Falk,et al,1970] y por sus niimeros de hidratacion en sim-
ulaciones [Forester,et al,1991}]). Es razonable pensar que la causa del doble pico observado
en la segunda oscilacion de goo(r) de la simulacién con ADN y contraiones, se deba a este
comportamiento viscoso, ya a que el acomodo de las moléculas de agua en estas condiciones
debe ser distino que cuando la viscosidad es baja (agua pura). En general el acomodo del
que hablo debe ser ocasionado por la forma de la molécula ya que esta no es esférica (ver
fig. 4.16), lo cual se acentua mds al no tener libertad de rotar libremente a causa de la
disminucién de su movilidad ocasionada por la orientacién de los dipolos de la molécula de
agun. Debo mencionar que un doble pico similar aparece también en la segunda oscilacién
de estructuras vidriosas determinadas experimentalmente [Elliott].

De las grificas gpo(r) y gnao(r) calculadas (figs. 4.18 y 4.19) puedo decir por
sus oscilaciones que tanto en el ADN como en los contraiones se forman capas de agua,
observandose también el efecto de exclusién de volumen, dado que las oscilaciones se
mantienen por debajo de la normalizacién que se hace para el solvente en bulto a 20 A,
Este efecto es ocasionado por la magnitud de la molécula de ADN, ya que debido a su
presencia disminuye la cantidad de nioléculas de agua por unidad de voltmen, como puede
observarse en los esquemas de dichas figuras. El efecto de exclusion de volumen es claro
para los grupos fosfato que forman parte de la molécula de ADN, sin embargo este también
se observa en la distribucidn de agua alrededor de los contraiones, lo cual significa que
los contraiones se encuentran relativamente cerca de la molécula de ADN. En estas grdficas

también se observa un doble pico como el que se hablaba en la goo(r), en la tercer oscilacién

SEl agua se compotta como un clathrale bajo ciertas condiciones y sus puentes de hidrégeno tienen
tiempos de vida media el orden de 10~'° seg ([Clang], p 500) y también se sabe que bajo esas condiciones
presenta estructuras semejantes a las del hielo (ice-like) [Soper,et al,1994).

"Un ejemplo muy claro que ocurre en la naturaleza es el del vidrio, el cual en nuestra escala de tiempo
tiene una apariencia solida, sin embargo en periodos muy largos este se comporta como un fluido.



para gnqo(r) y en la segunda para gpo(r), aunque en este caso se piensa que puede ser un
efecto del movimiento de los contraiones ([Blackburn}, p 299). Un punto sobre estas grificas
que me parece interesante remarcar relacionado con la viscosidad, es la polarizacién de las
moléeulas de agua alrededor de los grupos fostato y de los contraiones, que se ve claramente
debido a que el primer pico de la grifica gpy (r) se encuentra un poco mds cerca que e

gpo(r) (fg. 4.18) y en gnqu(r) un poco més lejos que gyqo(r) (fig. 4.19).
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Figura 4.18: FDR intermolecular de la simulacidn a 293 K entre los dtomos P-O y P-H de

los fosfatos en las cadenas y moléculas de agua. Obtenidos con decipher.

La distribucién de los contraiones alrededor de los grupos fosfato del ADN gpy.(r)
y la de los contraiones alrededor de ellos mismos gpya(r) (fig. 4.20) son muy similares, tienen
picos muy altos en varias posiciones y mucho ruido, esto Gitimo creo que se debe a que el
ntmero de iones es pequeiio comparado con el mimero de dtomos del sistema. Sin embargo,
los picos de la grifica se deben a que los contraiones se mantienen alrededor del ADN
rodeando a los grupos fosfato, de la misma manera que en las posiciones encontradas en la
seccién 4.1.2, a esto se le conoce con el nombre de condensacién de iones y concuerda
con la exclusién de volumen mencionada anteriormente {McCammon).

En general las estructuras A-ADN se forman experimentalmente en condiciones

de baja humedad y altas concentraciones de sal y las B-ADN con alta humedad y bajas
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Figura 4.19: FDR intermolecular de la simulacién a 293 K entre los contraiones (Na), O y

H de las moléculas de agua. Obtenidos con decipher,
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Figura 4.20: FDR intermolecular de la simulacién a 293 K entre los dtomos P de las cadenas

y los contraiones (Na). Obtenidos con decipher.
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concentraciones de sal. Por lo que es posible que bajo las condiciones en que se encuentra
esta simulacién en tiempos posteriores (del orden de segundos [McCammon]) se observe
una transicion global a B-ADN, lo cual corresponde con las transiciones de la configuracion
del aziicar y de algunos dngulos de torsién observados en la seccion 4.2.2, En los estudios
de estabilidad experimentales, se reporta que con el incremento de la cantidad de sales

(iones) en la solucidn no se observa la histéresis de la absorcion dptica ocasionada por la

desnaturalizacion y renaturalizacion incompleta de la estructura secundaria del ADN-triplex

[Mergny,et al, 1991}, facilitandose con ello la formacion de las estrucutras. Correspondiente
con esta observacion existe el hecho de que el incremento de la concentracion de sales
también disminuye el efecto de electroviscosidad ([Richards], p 235), una posible causa de
ello podrifa ser que la solucidn al ser menos viscosa permite mayor movilidad en las caclenas
haciendo mas fécil el reconocimiento entre las bases. Al respecto, se sabe que la aceion
de los campos eléctricos facilita la movilidad de las cadenas de ADN y esto sc emplea en
la electrofdresis la cual es una técnica experimental usada para filtrar dichas cadenas
([Richards) p 199, 232).
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Capitulo 5

Conclusiones

Sobre los programas de cémputo desarrollados y paquetes de cdmputo emplea-

dos

o Se desarrollaron e implementaron los signientes prograinas y utilerfas que en conjunto
facilitan el desarrallo de la simulacién y el andlisis de los resultados. La mayoria de

ellos pueden ser usados en estudios similares.

~ Utilerfas Unix para el intercambio de informacion entre diferentes formatos de
los paquetes y programas (e.g cargas y coordenadas atdniicas).

- Programas Fortran para encontrar la posicion de contraiones, usando diferentes
métodos (e.g. Steepst, gradientes, criterio del Hessiano y valor minimo, donde

este ultimo resulté ser mds eficiente).

- Macros BCL que trabajan en conjunto con programas Fortran y C, para ex-
traer informacién de las dindmicas, calcular y graficar (e.g. dngulos de torsion y

energfas intermoleculares).

o Se usaron 2 métodos cudnticos para el edlculo de cargas atdmicas del nucledtido C*
(Mulliken y ajuste al potencial electrostdtico) y se eligié el segundo con el tinico objeto

de mantener congruencia con ¢l método utilizado en AMBER para este cdlculo,

e La comparacion cualitativa de dos simulaciones usando los ensambles NPT y NVT,
me condujeron a la eleccién del NPT por considerarlo més representativo de lo que

ocurre naturalmente (seccion 4.1.4).
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e La forma de las graficas de energia potencial vs. tiempo (fig. 4.4), sugiere un incre-

mento en el tiempo de inicializacion para alcanzar la estabilidad del sistema.

e El procedimiento para la obtencion de una configuracion inicial, lo considero razonable
para iniciar la simulacion a partir de la configuracién de minima energia encontrada,
ya que se partié de informacidn cristalogrifica y se tuvo el cuidado de no deformar la

estructura debido al solvente y a los contraiones (seccion 4.1.3).

o De los paquetes de visualizacion utilizados debo mencionar que las representaciones
graficas moleculares son muy ilustrativas de los fendmenos cudnticos y de las carac-
teristicas estructurales de las moléculas estudiadas. Por lo que este tipo de estudios
me fué muy diddcetico para entender muchas propiedades molecnlares fisicas, quimicas

y bioldgicas.

Sobre al andlisis e interpretacién

Se hicieron algunas observaciones que confirman algunos de los problemas que se encuen-
tran para el desarrollo de farmacos mencionados en la introduccidn, no obstante obtuvimos
elementos que se relacionan con observaciones experimentales y que pueden ser iitiles en los

siguientes aspectos:

e Se puden observar indicios de una desestabilizacion local que en las estructuras triplex
afiade la presencia del oligo al duplez a 293 K, esto mediante la comparacion de los
pardmetros intermoleculares de las simulaciones a 293 K y 323 K, lo cual me parece ra-
zonable ya que concuerdan cualitativamente con la interpretacion de los experinientos

de estabilidad determinados mediante absorcidn optica [Mergny,et al,1991].

o A partir del analisis hiecho con los dngulos de torsion y pseudorotacién, se observo en
algunos casos que la estructura del ADN-triplex depende de su secuencia, lo cual esta

relacionado con observaciones experimentales hechas con RMN.

e En los estudios de estructura electrénica hechos a las uniones tipo Hoogsteen (seccion

4.2.3), también se observo la dependencia de la estructura con la secuencia.

o Con las FDR hechas para estudiar la distribucién del solvente que rodea et ADN, se
obtuvieron resultados que pueden estar relacionados con observaciones experimentales
sobre su viscosidad, esto se hizo observando la forma en que la presencia del ADN y

Jos iones modifican la estructura del agua (seccion 4.2.4).



Sobre el modelado molecular

e La descripcion de un sistema bioldgico de este tipo pese a todos los recursos con que

se contd para el desarrollo de este estudio, es una tarea bastante compleja y dificil de

llevar al cabo,

Dentro de tas aproximaciones mencionadas en el capitulo 3, puedo deeir que el modelo
usado representa de forma adecuada las propiedades moleculares del sistema estu-
diado, debido a que muchos de los resultados obtenidos concuerdan cnalitativamente

con abservaciones experimentales de estos sistemas macromoleculares,

Como mencioné en la seccion 4.2.4, las interacciones electrostéticas estan muy rela-
cionadas con la viscosidad obtenida en las FDR del solvente, Esta informacién creo
que es importante tomarse en cuenta para futuros estudios, ya que es posible con-
trolar las caracterfsticas del solvente (e.g, viscosidad) ya sea agregando iones en el
medio y/o ajustando una constante dieléctrica (en esta simulacién € = 1), de tal forma
que se pueda disminuir o aumentar las interacciones electrostéticas [Yang,et al,1995].
O bien, dada la importancia del solvente, buscar nuevas representaciones (modelos)
[Caldwell,et al,1990] y [Dang,et al,1991], ya que de el dependen tanto forma de la

estrucutra del ADN como su estabilidad misma.

Finalmente, es lamentable que un solo estudio no sea suficiente para extraer toda la
informacién deseada, a lo largo de la elaboracién la presente tesis he pensado en la

posibilidad de dar continuidad a este trabajo con algunos de los siguientes puntos:

— Analizar con diferentes secuencias el polimorfismo estructural del ADN depen-
diente de la secuencia y el solvente, el uso de mismatch en el oligo, como también
probar la estabilidad de nuevos nucledtidos.

~ Trabajar con estudios de estructura electrdnica al respecto de las condiciones de
dngulo y distancia para la formacién de puentes de hidrégeno, asi como de la
dependencia secuencial de las configuraciones del azicar.

— Estudiar el comportamiento polielectrolitico para obtener mnejores representa-
ciones, dentro del cual es importante: el cdlculo de cargas parciales, incluir nna

constante dieléctrica 6 usar nuevos campos de fuerza.



Capitulo 6

Apendices

6.1 Meétodo de Hartee-Fock

(Tomado de [Weissbluth] y [Levine})

Para poder efectuar los estudios de estructura electrénica molecular, mds alld
de moléculas homo-nucleares, es necesario hacer una gran cantidad de caleulos que van
acompaiados de aprokimaciones y métodos que nos ayudan a resolver la ecuacién de
Shrédinger (3.4.)

Propuesto intuitivamente por D. R. Hartee (1928) con argumentos fisicos y probado
mediante el método variacional por V. A. Fock, que intrduce antisimetria con un determi-
nante de Slater, (1930) (Levine], el método Hartree-Fock (H-F) ha demostrado ser apropiado
para el estudio de sistemas nucleares, atémicos, moleculares y sélidos.

La solucién del problema molecular es muy similar al problema atdémico, pero
es mucho mds compleja, debido a Ja ausencia de simetrias rotacionales y el aumento en el
ntimero de niicleos, Para ello, se postula el hecho de poder calcular los orbitales moleculares
(OM) como una combinacién lineal de orbitales atémicos (CLOA) [Weissbluth]. De esta

forma el OM 9(r) es escrito como:

K
Y(r) =Y Cugu(r), (6.1)

n=1
En donde ¢, (r) son orbitales atémicos. Este método fué propuesto por Roothaan y simpli-
] p Y
fica enormemente el problema electrénico molecular ([Weissbluth] p. 556). Los OM deben

cumplir con las siguientes caracteristicas:



o

1. EI OM es una eigenfuncién de un Hamiltoniano unielectrénico.
2. Un OM puede extenderse sobre cualquier nimero de dtomos en una molécula.

3. No mus de dos electrones pueden ocupar el mismo orbital molecular y estos deben

tener espin opuesto, principio de Pauli,

4. Definicion: un orbital y(r) multiplicado por una funcion de espin a(w) o 3(w) cs un

espin-orbital molecular x(x) = ¥(r)a(w) o \(x) = ¥(r)3(w).

Dentro del esquema conocido como H-F restringido y limitdndonos a la discusion
sobre moldeulas de capa cerrada, la funcién de onda antisimétrica, que puede ser usada
para describir el estado base de un sistema de 2N electrones, es un solo determinante de

Slater, el cual tiene la siguiente forma:

uxy)  xe(x) oo xw(xi)

1 xi(x2)  x2(x2) v xn(xa)
‘I‘=—(§'&-’ . : ) = [xai(x1)xa(x2) - xow (X2v)), (6.2)

»
.
. ' .

Xi(Xan) xe(xan) -+ xa(x2n)

De acuerdo en el principio variacional, tomamos los espin-orbitales moleculares
que minimizan la energfa electrdnica molecular E = (Y| H |¥), es decir §E = 0, sujetos a

la condicion (¥ | ¥) = 1. Aplicando el método de multiplicadores de Lagrange se obtiene,
S{(P|H - A[¥)] =0,

de donde

(H - A\)[¥) =0,{¥|(H - \) =0,

identificando estas dos ecuaciones con la ecuacion de Scrhoedinger (3.4), podemos asumir
que A sea el eigenvalor de la energia E. Tomnando las variaciones correspondientes de 8

podemos acotar a la energia E con el estado de minima energfa Ey obteniendo,
Ey < <‘I.’0| H. |‘I’0) .
De esta forma y tomando en cuenta (6.1) se deriva la ecuacién de Hartee-Fock:

FE(x:) = ex(xq). (6.3)



o
fod |

donde f(i) es un operador efectivo de un electrdn, llamado operador de Fock

. | M Z4 HE/:
fli)y=-5Vi- Y (),
< A=14
donde v/F (i) es el potencial promedio que experinienta el electrdn i-ésimo debido a la pre-
sencia de los otros electrones. La esencia de la aproximacion de Hartee-Fock es reemplazar el
complicado problema multielectrénico por un problema unielectronico en donde la repulsion
electrdn-clectron es tratada como un potencial promedio.

El potencial Hartee-Fock v/¥(i), o el campo equivalente visto por el i-ésimo
clectrén, depende de los espin-orbitales de los otros electrones. Debido a ello la ecuacion
(6.3) es no-lineal y puede ser resuclta iterativamente.

El procedimiento para resolver la ecuacién de Hartee-Fock es llamado método de
campo autoconsistente (SCF, self-consistent-field), cuya idea principal se basa en tomar
un conjunto de OM iniciales y con ellos calcular en potencial promedio v"(i) que siente
cada electrdn y con esto resolver la ecuacion de eigenvalores (6.3) para obtener un nuevo
conjunto de OM, Usando estos nuevos OM para obtener nuevos campos y repetir el pro-
cedimiento hasta que se observen minimas variaciones de la energfa y los OM sean igual a

las eigenfunciones, es decir, que el prosedimiento sea autoconsistente.
|

6.2 Orden de enlace

(Tomado de [Ofenhartz] y [Szabo])

En el esquema descrito en la seccidn 6.1 sobre moléculas de capa cerrada, donde
cada orbital molecular ¥, est4 doblemente ocupado, la probabilidad de encontrar un electrén

cualquiera en un elemento de volumen es p(r)dr, donde,

N
p(r) =2 Y (W, (r)P,
a=]

es la densidad de carga. Mediante la expansion (6.1) para cada OM la densidad de carga

se transforama en;

N
pr) =2 T W) Valr) =

N
=Z 2 Zl C/mC;u ¢>u(l')¢),‘,(l') =;42v Rw@;x(r)(b;(r)»

%
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donde hemos definido la matriz de densidad ¢ matriz de orden de enlace.

N
[LV:=2 2: CmﬂC:w

a=}
donde j1, v son los indices de los orbitales atémicos y ‘a’ el indice de los OM. Para p # v,
Jos elementos de la matriz corresponden a la nocién eonvencional de enlace entre los dtomos

juy v. Para p= v nos representa la densidad total electrénica en el p-dsimo dtomo,

6.3 Andlisis de poblacion de Mulliken

(Tomado de [Oftenhartz] y {Szabo])

Para modelar las propiedades electrostiticas de una molécula es comin recurrir
al concepto de carga atomica, ya que con estas cargas es posible representar las interac-
ciones electrostdticas 1tiles en las simulaciones moleculares para representar propiedaces
fisicoquimiicas [Bayly,et al,1993-97). Debido a que en mecanica cudntica no hay definido un
operador asociado al concepto de carga atémica, R. S. Mulliken propuso en 1955 lo que en
la actualidad conoceinos como el andlisis de poblacién de Mulliken, Este andlisis parte
de que el niimero de electrones total en el sistema esta dado por:

2N =3"%" PuSuu =), (PS)y, = trPS,

nov it

donde la matriz S es conocida como la matriz de traslape y tiene como elementos:

Sup = / &%) (1)

Comunmente se interpreta el término (PS),,, como el nimero de electrones aso-
ciados con el orbital atémico ¢,. El niimero total de electrones asociados a un determinado
dtomo de una molécula se obtiene sumando (PS),,, sobre los orbitales atémicos centrados

en ese dtomo. La carga neta asociada con un dtomo esta dada por,
qa = Zp— z (PS)mx- (6.4)
peA

En el contexto de simulaciones moleculares esta carga en algunas ocasiones se

emplea coino la carga parcial asociada al dtomo A [Singh,et al,1984).



6.4 Superficie molecular de potencial electrostatico

(Tomado de [Offenhartz} y [Szabo})

Para alguna conformacién particular de los micleos atomicos de una molécula,
basados en nuestro esquenta Born-Oppenheimer, el potencial electrostdtico V(r) proclucido
en algin punto del espacio tendrd contibuciones tanto nuleares como eleetrénicas. De tal

forma que,

<
fein §
—

Yolect rrinim'

Zs p(r)
= ' - t electronico
‘ (l) Z\: h“‘R,\l / v - electronicos (

Para el cual pueden ajustarse ciargas g, asociadas al dtomo A,

6.5 Método de dindmica molecular

(Tomado de [Haile] y [Discover])

El método de dindmica molecular se basa esencialmente en resolver numéricamente
las ecuaciones clésicas de movimiento de un conjunto de interacciones de cada uno de los
dtomos, ec. (6.6) a partir de sus coordenadas y velocidades iniciales. Donde las coorde-
nadas pueclen ser obtenidas de datos cristalogrificos, NMR, mecinica molecular o métodos
cuinticos y las velocidades mediante una distribucion de Maxwell-Boltzmann.

4
fw)dv = (—-—’-’-L-—> © ommvt T g2 gy,
2nkT

La cual expresa la probabilidad de que una molécula de masa m tenga la velocidad
v cuando estd a la temperatura T. Las ecuaciones que deben resolverse forma un conjunto
de ecuaciones diferenciales acopladas de segundo orden cuyo mimero es igual al mimero de

grados de libertad de el sistema.

0%r; ovi . ,
Fi(t) = mya;(t) = nli_c’)t'; = m,‘———a", i =1, N (mimero de dtomos), (6.6)
i g
Donde la fuerza que actia sobre dtomo i al tiempo t es calculada como el gradiente

negativo de la funcidén de energia potencial

, 0 ;
F;‘ = —%v(rlvrf.’w“yrh’)' (b'?’)

o
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El tipo de algoritmo usado para la integracion numérica de estas ecuaciones new-
tonianas depende del tipo de interaccion entre los dtomos del sistema.

Existe una gran cantidad de algoritmos que pueden ser usados para integrar las
ecuaciones de movimiento (6.6). El algoritmo de Verlet (1967) es ¢l mds comnin, caleula las
nuevas posiciones nsando las filerzas y las posiciones previas de los dtomos. De esta manera,
si r; es la posicidn del atomo i al tiempo ¢, esta puede ser calculada a t + At mediante un

desarrollo en setie de Taylor:

_ : o (AN 9%r(t) (A3 .
ri(t £ A = ri(t) + Fi(8) AL + Fi(t) 3 + FTERT + (6.8)

Sumando estas expresiones, despejando y sustituyendo en (6.6), se obtiene:

2 1 4
ri(t + Ot) = —ri(t = &) +2r;(8) + (At)*— ZF,’j(t) +O(AL)?, (6.9)
m; i
La velocidad puede calcularse por la férmula de distancia central
, t) —r;(t — .

vi(t) = it + & )omr'(t = +O(AL), (6.10)

Dada las velocidades, v;(t), es posible calcular la temperatura del sistema al tiempo
t de la ecuacidn.
1 N )
T(t) = me—e—— Y m;|V; 6.11
() (3N""”)k[3§ lI 1] L] ( )
Para que un estado termodindmico esté definido completamente es necesario incluir

a la presién, Aunque la presidn esta determinada por una variable escalar, esta puede ser

representada por un tensor en una forma general ((McQuarrie] 1976):

Py ny Px:
P=1 Py Py B
Pz.’t sz Pzz

En donde cada elemento del tensor actiia en la superficie de un volumen ciibico infinitesimal.
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6.5.1 Ensambles NVE, NVT y NPT.

En una simulacién con dindmica molecular es posible manejar los tres principales
tipos de ensambles, conoeidos en la mecdnica estadistica; NVE, NVT y NPT. Dependiendo
del tipo de sistema y de las condiciones ent las que se encuentre el sistema que se desee

simular es preferible utilizar algin tipo de ensamble especifico.

NVE Microcanonico.

Este se obtiene al resolver directamente las ecuaciones de Newton cout el algoritmo
de Verlet's Leap frog, sin ningtin ajuste de temperatura ni presion durante la simulacion,
Este no es recomendable durante la primera parte de la dindmica (inicializacién) debido
a que sin el flujo de energia obtenido por el contacto con un bafio térmico o reescalando
las velocidades, la temperatura deseada no serd obtenida, Sin embargo durante la fase
de recoleccion de datos (resume), si se estd interesado en explorar la superficie de energia
constante del espacio de conformaciones, o por alguna otra razén en la que no se desee las

perturbaciones introducidas por el acoplamiento de un bafio térmico o baito de presion.

NVT Canénico.

Para este ensamble es necesario controlar la temperatura, reescalando las veloci-
dades (durante el equilibrio) y acoplando un bafio térmico durante la dindmica. El volumen
se mantiene constante a través de la corrida. Esta es una eleccién apropiada cuando se
busca la conformacion de la molécula en vacio y sin condiciones periddicas, porque sin
condiciones periddicas el volumen, presién y densidad no son definidas. Aunque si se usan
condiciones periddicas, si la presidn no es un factor significativo, el NVT ticne la ventaja
de pequeiias perturbaciones en la trayectoria debido a la ausencia del acoplamiento a un

"bafio de presion ",

NPT.

Controla el valor de la temperatura y la presién, permitiendo que el volumen varfe,
mediante el ajuste de los vectores de la celda unitaria, Este ensamble se elige en casos
donde la presion correcta, volumen y densidad, son factores importantes en los caleulos.
Este ensamble se puede usar durante el equilibrio para adquirir la temperatura y presion

deseada antes de cambiar a NVE 6 NVT cuando la recoleccién de datos inicia [Discover].
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6.6 Programa para calcular la posicion de contraiones

C K o kR K K ok sk kR K ok ok oK 0K ok ok 3 3Kk K ok skok ok ok sk ok ok ok sk ok ok ko ok Ok skt ok koK Jok Kk

PROGRAM SELF15
C A.A.HUERTA, DICIEMBRE 1994,

C 8 ok e ok ok K o 3 ok Ok K ok oKk Kok ok Rk ok skok ok kol ok ok Kok kK ok kKoK Kok Fok Kok ok Rk ok ok

C DECLARACION DE VARIABLES USADAS

C:******************************************************

parameter (natms=1500,nmin=40,nth=157,nz=80)
common /coord/ a(natms),b(natms),c(natms),q(natms)
common /poten/ V(nth,nz), Vm(nmin)
common /ctes/ iatms,carg,cmin,cmax,dz,dth,r
dimension xm(nmin),ym(nmin),zm(nmin),qm(nmin)
real carga,Pi
real xmi,ymi,zmi,dif
integer flag
Pi=3.14159265
CALL LEER(carga)
dz = (cmax-cmin)/nz
dth = 2*Pi/nth
C ok 4ok o ok ok kK oK K ok ok ok ok 3K koK 3k o 3K ok 3K ok ko ok ok ok tok ok ok kK K ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok sk K Kk ok ok k ok ok
C calcula el potencial electrostatico producido por todas las
C cargas parciales.
C 3ok ok ok ok oK oK ok ok ok ok ok KKKk ok ok oK ok ok K ok ok ok Kok o ok ok sk ko ok ok ok ok dkok ok K ok ok ok sk Kok Kok kK
r=15.0
ih=1
CALL POTENCIAL(ih,im,km)

C o ok ke b ok ok ok oK ok ok ko ok o ok ok ok oK sk ok Sk Kok 3k o ok ok ok Kok 3ok Kok Kok 3k sk koK ok Kk 30k ok K ok K K sk ok sk kK

C Asigna a la posicion de minimo pot. un contraion

C e 3 koK oK o Aok 3K koK oK oKk K sk K kK koK sk 3k 3 oK K o ok ok ok ok o ok ok ok sk ok ok ok ok K kok ok K K ok K

1 zm(ih) = cmin + dz*km
xm(ih) = r*cos(dth*im)

ym(ih) = r*sin(dth*im)



qm(ih) = 1.000
write (*,35) xm(ih),ym(ih),zm(ih),qm(ih)

C ok ok 2k ok ke ok ok ok sk ok ok Kok sk ok ok sk sk ok sk ook ok sk Sk ok skok sk ok ok sk ok ok ok Kok K kok kKoK Kok kR or

C Calcula el nuevo potencial debido al contraion
C sk 3 ko ok ok ok ok ko sk ok ok 3 Sk sk ok ok 3Kk ak ok ok ok s ok sk ok ok sk ok ok ok ok ok ok 3 o ok ok ok sk ok ok ok ok Sk kookok ok ko kK kX
CALL POTENCIAL1(ih,xm(ih),ym(ih) zm(ih),qm(ih),im km)
if (ih.eq.carg) goto 2
ih=ih+1
goto 1
2 continue
C ok ok ok ok ok ok 3 3 ke ok ok ok b ke e ok oK ok ok ke K s ok ok ok ok ok ok bk Sk sk ok ok ok Sk ok ok 3Kk koK koK Sk ok koK ok sk ok
C Rutina autoconsistente
C S a ok ae sk ok ok ok ok ok ok ok 3k 3 ok sk sk ok ke ook ok sk sk sk 3k ok ok ok ok ok 3 ok ko ok sk ok ok ok ke ok ok ok ok Kok ok K ok ok

4

o fag=0
do ih=1,carg
qm(ih)=-qm(ih)
xmi=xm(ih)
ymi=ym(ih)
zmi=zm(ih)
CALL POTENCIAL1(ih,xm(ih),ym(ih) zm(il),qm(ih),im,kn)
zm(ih) = cmin + dz*km
xm(ih) = r*cos(dth*im)
ym(ih) = r*sin(dth*im)
qm(ih) = 1.000
CALL POTENCIALI1 (ih,xm(ih),ym(ih),zm(ih),qm(ih),im km)
write (*,35) xm(ih),ym(ih),zm(ih),qm(ih)
dif=sqrt( (xmi-xm(ih))*(xmi-xm(ih)) + (ymi-ym(ih))*(ymi-ym(ih)) +
n  (zmi-zm(ih))*(zmi-zm(ih)) )
if (dif.ge.1.0) flag=1
enddo
if (flag.eq.1) gotod
STOP
35  format(3£15.9,(7.2)



END
C 03K o ok oK ok ok ok K sk ok ok sk A oK ok ok o ok ok oKk R ok Kok KoKk kR K sKoR ok KKk koK kKR Kk
SUBROUTINE LEER(carga)
C lee x,y,z de las cargas
C ok ok ok ko sk ok ko ok ok ok ok ok Kok sk koK Kok R ok ok skoR skok ok ok ok skokok ok ok Kok ok ok skokokokokok ok
paranteter {natms=1500,nmin=40,nth=157n2=80)
common /coord/ a(natms),b(natms),c(natms),q(natms)
common /ctes/ iatms,carg,cmin.cmax,dz.dth,r
real carga
open (10, file="tri.dat’)
read (10,%) iatms
read (10,*) (a(i),b(i),c(i),a(i),i=1,iatms)
close (10)
C s ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok st ok ok e ok ok ok ok sk ok e oK A okoRoK ok skok kR ok sk ok ok Kok
C suma la carga total
C busca el cmin y cmax, en el eje de la molecula (2)
C ok 3K ok K ok Kok ok ok ok sk K ok ook oK s ok KoK ok ook koK sk ook Kook sk ok ok K ok sk o ok ok K ok K koK
carga=()
emax=c(1)
cmin=c(1)
do 10 i=1,jatms
carga = carga + q(i)
if (c(i) .GE. cmax) cmax=c(i)
if (c(i) .LE. cmin) cmin=c(i)
10 continue
carg=-int(carga)
write (*,*) carga,cmin,ciax,iatms
RETURN
END

C ko ok ok ok ok ook sk ok koK ok R K K koK kot koK ok ok ok koK ok ok ok ok kokok ok sk Rk kok ok

SUBROUTINE POTENCIAL(ih,im,km)

C sk ok ok ok ok 3K K ok ok Kok 3k ok o ok o ok ok kR e sk ok ok Aok ok sk sk ok ok s ok skok skl ok sk ok ok oksk ok ok ok ok

parameter (natms=1500,nmin=40,nth=157n2=80)



common /coord/ a(natms),b(natms).c(natms).q(natms)
common /poten/ V(nth,nz),Vm(nmin)

common /ctes/ iatms,carg,cmin,cmax,dz,dth,r
dod0 k =1,z

z = cmin+dz*(k)

do 301 = 1nth

x = r*cos(dth*i)

y = r¥sin(dth*{)

do 20 j = l,jatms

dist = sqrt( (x-a(j))*(x-a(j)) + (y-b(i))*(y-b(i)) +
n (zc(j))*(zc(j) )

if (dist .LE. 0.0001) goto 30

V(i.k) = q(j)/dist + V(ik)

20 continue

C 3Kk ok oSk ok ok 3K oK K ok ok Sk kK ok ook ok sk ok 3K 3Kk ok Kok ook ok ok ok ok ok ok ok ok ok 3k ok XK sk k Kok Kok

C Determina cual es el valor minimo del potencial

C ok koo A o ok KoK o ok ok ok sk ok 3k o Kook ok kK 3ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok koK ok ok o ok Kk K

if (i.eq.l.and k.eq.1) Vm(ih)=V(i k)
if( V(ik) Je. Vm(ih) ) then
Vm(ih) = V(ik)
im =i
km =k
endif
30 continue
40 continue
RETURN
END

O FHRRRRRAAAK AR AR KRR KRR Ko KRR ROk KRR KK

SUBROUTINE POTENCIALI1(ih,xmih,ymih,zmih,qmih,im,km)

C Aok 3ok ok ok 3k ok ok kR ok ok 3k R ok ok ok ok ok sk Kok ok K ok ok ak ok ok 3k ok ok koK K ok 3k ok ok sk okoKok ok ok kok Xk

parameter (natms=1500,nmin=40,nth=157,nz=80)
common /coord/ a(natms),b(natms),c(natms),q(natims)

cominon /poten/ V(nth,nz),Vm(nmin)



commion /ctes/ iatms,carg,comin,cmax,dz,dth,r
dod0k = 1nz
z = cmin + dz*(k)
do 301 = Lnth
x = r¥cos(dth*i)
y = r¥sin(dth*i)
dist = sqrt( (x-xmih)*(x-xmih) + (y-ymih)*(y-ymih) +
n (zzmih)*{z-zmih) )
c jac if (dist .LE. 0.0001) goto 30
if (clist .LE. 0.0001) dist=0.0001
V(i,k) = qmih/dist + V(i,k)

C Aok ok ok ok ok kR ok Kok Ak ok ok ok ok ok ok ok sk K ok sk kR ok Kok KoK 4 Kok koK ok koK oK sk o ok K

C Determina cual es el valor minimo del potencial
C ok ok kK R ok ok ok K ok ok o ok o ok skok sk koK ok ok sk Kok ok ok 3ok K ok Kok sk ok Kok ok ok ok k ok
if ( i.eq.land.keq.l) Vm(ih)=V(ik)
if( V(i,k) .le. Vm(ih) ) then
Vm(ih) = V(i,k)
im =i
km =k
endif
30 continue
40 continue
¢ write (*,*) 'e’,ih,im,km
RETURN
END
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